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【省略語一覧】 
 
CaM Calmodulin 
Chy Chymostatin 
DMF N,N-dimethylformamide 
DMSO Dimethyl sulfoxide 
FBS Fetal bovine serum 
HMM Heavy meromyosin 
IPTG Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
IMD Imidazole 
LDH Lactatedehydrogenase 
Leu Leupeptin 
MMV Murine myosin V 
MOPS 4-morpholinepropanesulfonic acid 
MQ 超純水 
Pep Pepstatin 
PK Pyruvate kinase 
PMSF Phenylmethylsulfonyl fluoride 
SMCC Succinimidyl 4-[N-maleimidomethyl]cyclohexane-1-carboxylate 
S1 Subfragment 1 
βME β-mercaptoethanol 
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第１章 序論 
 
1-1) 研究の背景 
アクチンは真核細胞で最も多量に存在する細胞内タンパク質であり、筋収縮、
細胞運動、細胞の形態保持、細胞質分裂、細胞内輸送など、様々な機能に関与し
ている。高々42kDa の分子量を持つに過ぎない、しかもあらゆる動物間でその一次
配列がかなり保存されているアクチンが、どうしてこれほど多様な機能を持つこ
とができるのだろうか？それは、球状のアクチン分子（Globular actin、G アクチ
ン）が重合し、線維状のアクチンフィラメント（または Filamentous actin、F ア
クチン）を形成する性質と、様々な結合タンパクと相互作用する性質から来るも
のである。たとえば、制御タンパクの働きにより、必要に応じてフィラメント構
造が形成・分解されるほか、何本ものフィラメントが会合して束化することで強
度を増すなど、細胞内でアクチンが様々な顔を見せることからも、そのような多
様性を達成しうることが想像できる。 
アクチンの機能として最も重要なもののひとつがミオシンとの相互作用である。
そもそも、アクチンという名前自体、1942 年に Straub がはじめてウサギの筋肉か
ら発見した際、同じ筋肉中に存在するミオシンの ATP 加水分解を活性化（activate）
することから決められたものである。分子モーターとは生体内で化学エネルギー
を力学的エネルギーに変換するタンパク質の総称であるが、その一種であるミオ
シンは、ATP の加水分解にともない構造変化することで力学的エネルギーを生む。
つまり、アクチンフィラメントはミオシンの ATP 加水分解を活性化することから、
ミオシンが運動エネルギーを積極的に生むための足場ともいうべき構造体と言え
る。そして、アクチンフィラメント上で生まれるミオシンの力学的エネルギーは、
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筋収縮の原動力となるほか、細胞質分裂の際の収縮環を引き締め、また、細胞内
に配置したアクチンフィラメント上をミオシンが運動することにより、細胞内輸
送の一角が担われる。 
それでは、アクチンの特徴である細胞内での多様性は、ミオシンの働きを能動
的に調節するものとはなりえないだろうか。ミオシンが他のタンパク質と相互作
用するという報告は、アクチンのそれに比べて遥かに少ない。アクチンのもつ多
様な機能のひとつがミオシンの「単なる」足場というものに過ぎず、細胞内にお
けるミオシンの挙動はミオシン自身が周囲の環境を感じ取ることによってのみ調
節されるという単純な解釈よりも、細胞内の様々な環境の変化をアクチンが感じ
取り、それをミオシンに伝えるという見方が自然ではないかとも思われる。たと
えば、筋収縮の引き金であるカルシウムイオンが作用する制御系（トロポニン-ト
ロポミオシン複合体）は、ミオシンではなくアクチンに結合している。また、ATP
存在下において、ミオシン-HMM（ヘビーメロミオシン、ふたつの頭部により構成
される、タンパク質分解酵素によって得られるミオシン分子の酵素断片）の働き
によりアクチンフィラメントの柔軟性が顕著に変化する一方（Fujime and 
Ishiwata, 1971）、脱重合阻害物質であるファロイジンの添加といった、柔軟性を
減少させる変化を与えたアクチンフィラメントについてはミオシンの活性が減少
するなど（Tokuraku and Uyeda, 2001）、アクチンの動的な構造変化とミオシンの
活性との間には関連性があると考えられる。 
 
1-2) アクチンの分子構造 
G アクチンの結晶構造は、DNase I との複合体として 1990 年に Kabsch、Holmes
らによってはじめて決定された（Kabsch et al., 1990）。G アクチンは直径約 5nm
のやや扁平をした形状を有し、４つの Subdomain によって構成されている（図１
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－１）。Subdomain 1 と 2、Subdomain 3 と 4 はそれぞれ強固に結合して大きなドメ
イン構造（Major domain）をとっており、Subdomain 1 と Sudomain 3 の間にある、
「hinge」と呼ばれる部分によって Major domain 同士が連結している。Major domain
間の裂け目（「cleft」と呼ばれる部分）には ATP（および ADP）が入り込み、この
cleft の開閉と、G アクチンが F アクチンに重合する際に生じる ATP の加水分解は
密接な関係があるとされている。hinge 内のグリシンをアミノ酸置換した実験にお
いて、ATP の加水分解速度は変調するという結果からも、文字通り hinge の部分を
関節として、プロペラのように Major domain が角度を変化することにより cleft
の開閉が行われていることが期待される（Iwasa et al., 2008）。 
また、G アクチン-DNase I 複合体の結晶構造を発表すると同時に、Kabsch、Holmes
らはこれを基に、F アクチンのＸ線散乱、電子顕微鏡像などの結果にうまく適合す
るように G アクチンを配置することで、F アクチン構造のモデルを発表した
（Holmes1990 年モデル）（Holmes et al., 1990）。Holmes1990 年モデルは G アク
チンの結晶構造をほとんど改変することなく、やや角度をもたせて連続的に配置
させることにより成立させる一方、1993 年、モンテカルロ法の繰り返し計算に基
づく Directed Mutation Algorithm によって G アクチンを配置させたモデル
（Lorenz1993 年モデル）においては、G アクチン内の構造をいくらか変形させる
ことにより F アクチン構造を得ている（Lorenz et al., 1993）。このモデルでは、
G アクチン時の構造に比べて F アクチンの二重螺旋の内側に位置する疎水性 loop
（262-274）が大きく伸び、もう一方のプロトフィラメントと相互作用する構造を
とっていることと、DNase I と結合する DNase I binding loop（D-loop, 38-52）
が結晶構造時と比べて曲がっており、同一のプロトフィラメントにおけるアクチ
ンサブユニット間を連結させていることが特徴的である。 
Lorenz1993 年モデルが発表されて以降、F アクチン構造モデルに関する新しい
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知見はあまり見られなかったが、2009 年に理化学研究所（Spring-8）の小田らに
よって新しいモデルが打ち出された（Oda et al., 2009）。小田らは、ゲルゾリン
添加によりフィラメント長を揃えることに加え、超伝導磁石によって方向性をも
揃えたアクチンフィラメントに対し、X 線回折の高分解像を得ることにより、
Lorenz モデルとは異なった結果を得た。Lorenz モデルにおいては、Major domain
同士は平行に配置しておらず、hinge の部分を関節として少し角度をもってつなが
っている。しかし、小田らのモデルにおいては Major domain は比較的平行に位置
し、結果として Lorenz モデル（プロトフィラメント間の隙間の半径が 25Å）より
も密な二重螺旋構造（隙間の半径が 23.7Å）をとっている。そのため、プロトフ
ィラメント間の連結部となっていた疎水性 loop が、Lorenz モデルのときのような
大きく伸びている様子は見られず、この loop は無理のない構造変化でもう一方の
プロトフィラメントと相互作用するとされている（図１－２）。 
 
1-3) ミオシンＶの逐次運動 
ミオシンが筋肉の収縮を行うタンパク質として発見された後、筋肉以外でもこ
れと似た形態、アミノ酸配列を有するタンパク質が次々と発見されていき、これ
らを総称してミオシンファミリーと呼ぶこととなった。当初発見された筋肉ミオ
シンはクラスⅡに分類され（ミオシンⅡ）、今日ではミオシンファミリーは 24 ク
ラスに分類されている（Foth et al., 2006）。 この中で、1999 年に逐次前進性を
もって一分子で運動することが発見されたクラス V のミオシン（ミオシンＶ）
（Mehta et al., 1999）は、細胞内では尾部に液胞等を結合し、物質輸送を行う
ことが知られている。ミオシンＶ分子は、頭部、首部、尾部の３つのドメインか
らなり（図１－３）、通常、尾部がコイルドコイル構造をとることにより二つの頭
部をもった二量体として存在している。一分子で運動する原理としては、あたか
 - 7 - 
 
 
 
2010 年度 博士論文 久保田 寛顕
 
もミオシンＶが人間の下半身のように歩行運動を行う（Walker et al., 2000）と
いう「hand-over-hand」様式が一般的に受け入れられており、それは以下の通り
である。 
ミオシンＶ頭部はアクチンフィラメントとの結合サイトを有すると同時に、ATP
を結合し加水分解する酵素活性部位を持つ。アクチンとの結合の強さは ATP 加水
分解にともなって変化するが、頭部は ADP 結合状態でアクチンと強く結合する。
また、ATP 加水分解サイクルの中で ADP 解離は律速段階である。すなわち、ATP 加
水分解中の長い時間（～50%）をアクチンと強く結合していることとなる（De La 
Cruz et al., 2000）。そして、ここで忘れてならないのが、ミオシンＶが二つの
頭部を持つ二量体として存在していることである。すなわち、「二本の足」を持つ
構造によって、一方の頭部がアクチンと強く結合している間、もう一方の頭部が
アクチンから解離し、前方に放り出されることで一歩一歩進むことを可能として
いるのである。この一歩が 36nm に対応することが電子顕微鏡（Walker et al., 
2000）や光ピンセット（Mehta et al., 2000）を用いて実験的に示されている。
それに加え、二つの頭部が交互に前方に進むことも一分子蛍光イメージングによ
って実証されている（Yildiz et al., 2003; Shiroguchi and Kinosita, 2007; Dunn 
and Spudich, 2007）。 
それでは、ミオシンＶの歩行運動を説明するために残された疑問は、どのよう
にふたつの頭部は調子を合わせて交互に解離・結合を繰り返すことができるのか
ということである。ふたつの頭部間には何かしらの情報伝達の仕組みがあると考
えられる。結論から述べると、この仕組みは同じ双頭構造を持ち、歩行運動する
ことがすでに知られているモータータンパク質であるキネシンと同様、頭部間に
働く内部負荷により情報を伝えているのである。両足がアクチンに結合している
状態においては、後足は前向きに、前足は後向きに引っ張られることとなる。そ
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して、この負荷のはたらきにより前足からの ADP 解離が抑制され、結果として後
足から先に ADP が解離し、続けて ATP の結合により後足がアクチンから解離する
のである。実際、単頭ミオシンＶを用いた破断力測定によると、光ピンセットに
よって与えた負荷の方向の違いは ADP の結合親和性の非対称性となって表れてい
る（Oguchi et al., 2008, 2010）。キネシンと同様（Uemura and Ishiwata, 2003）、
内部負荷により ATP 加水分解サイクルが変調することで両足が協調し、歩行運動
の秩序が実現されるものと考えられる。 
 
1-4) 本論文の概要 
本論文は、アクチンにアミノ酸置換や結合タンパク質による制御、そして力学的
操作による張力付加といった種々の変化を施し、ミオシンＶ一分子の運動に対する
影響を顕微解析することにより、ミオシンＶの逐次前進運動性におけるアクチンフ
ィラメントの役割を解明しようとするものである。 
ミオシンＶの運動性に関する今日までの研究では、アクチンは単なる足場に過ぎ
ないとみられている。しかし、筋収縮の原動力となるミオシンⅡの研究においては、
アクチンフィラメントはただの足場ではなく、能動的にミオシンの運動を制御しう
るものであるという考え方がある。その根拠として、アクチンフィラメントは柔軟
な構造を持ち、その柔軟さとミオシンⅡの酵素活性化との間には関連性が見られる
ことや、生体内ではアクチンを制御する様々なタンパク質同士の作用が干渉し合い、
アクチンを介して生体機能の調節がなされる機構が存在することなどが挙げられる。
したがって、ミオシンＶの運動性においてもアクチンの能動的な寄与が大いに期待
できる。 
 
第１章は序論であり、アクチンフィラメントの構造や細胞内での役割、ミオシン
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Ｖの運動機構といった本研究の背景と、本論文の概要について述べる。 
 
第２章では本研究に用いた試料の調製方法と、実験方法について述べる。前半部
では、リコンビナントアクチンやリコンビナントミオシンＶを調製するにあたって
用いた Dictyostelium 細胞や昆虫細胞の培養方法と形質転換、陰イオン交換カラム
を用いた精製方法などについてまとめた。 
後半部では調製した変異アクチンや、制御タンパク質作用下でのアクチンの機能
を探るための実験方法、すなわちミオシンＶの一分子運動観察や共沈実験、ATPase
測定の方法などをまとめた。また、張力を付加した一本のアクチンフィラメント上
で、ミオシンＶの一分子運動を観察するための、光ピンセットを用いた実験方法に
ついてもまとめた。 
 
第３章ではアクチン分子内の Subdomain 2 に位置する D-loop（38 番目から 52 番
目の残基によって構成されている）内のアミノ酸を変異させたアクチン、そして
D-loop の一部を切断したアクチンの機能解析について述べる。 
D-loop は柔軟な構造であり、DNase I といった、D-loop に直接結合し固定するよ
うなタンパク質を利用しなければ結晶構造解析において位置を特定できない。
D-loop はアクチン分子が重合する際、分子間の連結部に位置し、フィラメント構造
の安定性において特に重要であることが知られており、特にミオシンＶの運動性に
おいても重要であると想定されたため、この loop に局所的に変化を与えることにし
た。与えた変化は二種類で、ひとつは遺伝子組換え技術を利用したアミノ酸置換
（M47A：47 番目の Met を Ala に置換）、もうひとつは部位特異的な酵素切断
（Subtilisin 処理アクチン（Sub アクチン）：主に 47 番目の Met と 48 番目の Gly の
間を切断）である。それぞれ調製したアクチンを重合させ、機能解析に供した。 
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いずれのアクチンも、ATP 存在下においてミオシンＶ-S1（ミオシンＶの頭部と首
部で構成される断片：歩行する際には“足”と呼ばれる部分）との結合親和性を弱
める一方、ADP 存在下では親和性に影響しなかった。また、これらのアクチンを蛍
光標識した後、フローセル内でガラス面に固定し、その上を歩くミオシンＶ一分子
の様子を顕微観察した。その結果、D-loop の変異は歩行速度に影響せず、結合頻度
と run length を著しく減少させた。D-loop はミオシンＶの前足がアクチンに結合
する際の結合親和性に関わるものと考えられる。加えて、D-loop 変異アクチン、あ
るいは未処理アクチンの B 端に、架橋固定したゲルゾリン（Gelsolin; アクチンフ
ィラメントの B 端に結合するキャップタンパク質）を介してポリスチレンビーズを
結合させ、光ピンセットで捕捉したままガラス面に固定したミオシンⅡ上で滑り運
動させることにより力測定を行ったところ、D-loop 変異アクチンは未処理のものに
比べて発生力は小さかった。 
ミオシンＶの足がアクチンに着地する際の結合親和性や、ミオシンⅡの力発生に
D-loop 変異が変化を与えたことから、D-loop は ADP・Pi 状態にあるミオシンの結合
部位の一部であることが強く示唆された。 
 
第４章では、アクチン結合タンパク質であるドレブリンＥ（Drebrin-E）の作用
下での、ミオシンＶの逐次前進運動性について述べる。 
前述した D-loop の研究においてはアクチン分子の構造と、ミオシンＶの運動性
との関わりについて探るため、アミノ酸置換等の処理を施した。本章においてはよ
り正常な細胞内で起こりうる状況に迫るため、アクチン結合タンパク質の一種であ
るドレブリンＥをアクチンに作用させ、ミオシンＶの歩行運動との関連性を調べる
ことにした。ドレブリンＥはアクチンフィラメントのネットワーク構造を調節する
タンパク質で、脳の発達段階において成長円錐のダイナミクスに重要であることが
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知られている。 
まず、ガラス面に固定したアクチンフィラメントにドレブリンＥを結合させ、
その上におけるミオシンＶの運動を調べたところ、D-loop 変異のときと同様に、
ドレブリンＥ未結合のアクチンと同じ速度で歩行運動する一方、run length は 50%
程度減少した。なお、単純にドレブリンＥがまだら状にアクチンに結合しており、
未結合の部分をミオシンＶが運動しただけなのかどうかを検証するために、ドレ
ブリンＥに蛍光標識を施したところ、蛍光ドレブリンはアクチンフィラメント全
体にまんべんなく結合し、ミオシンＶはその上を運動していた。一方、共沈実験
においても第３章における実験と同様、ATP 存在下では親和性を弱くし、ADP 存在
下では影響しないという結果を得た。また、ミオシンＶを結合したポリスチレン
ビーズを光ピンセットで捕捉したまま、ガラス面に固定したアクチンフィラメン
ト上に近づけ、ステップ運動を観察したところ、ドレブリンＥの有無でステップ
サイズに違いはなかった。一般的に各ステップの滞在時間（dwell time）は負荷
の上昇に伴い延長することが知られているが、ドレブリンＥ結合アクチンにおい
ては未結合のアクチンに比べて負荷感受性が強く、dwell time の延長する度合い
が大きかった。ドレブリンＥの作用は、ミオシンＶの歩行運動において、前足の
着地を妨げるため、負荷感受性の強い片足状態での結合時間が延長することとな
り、Stall Force が減少する一方、dwell time の負荷依存性を高めたものと結論
した。 
 
第５章では光ピンセットにより張力を付加したアクチンフィラメント上でのミ
オシンＶの逐次運動性について述べる。 
先行研究によると、アクチンフィラメントの両端にポリスチレンビーズを結合
し、光ピンセットにより張力を付加すると、約 10 から 20 pN 程度の力でアクチン
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に分子歪みが生じることが示されている。この分子歪みはアクチン分子内の 374
番目のシステインを標識した蛍光色素の蛍光強度変化によって示されたものであ
る。このシステインは D-loop と同様にアクチンフィラメントの分子間連結部に位
置するため、D-loop の構造がミオシンの運動性に深く関わっていることを考える
と、張力が引き起こす分子間連結部の歪みがミオシンＶの運動性を変化させるこ
とが期待される。 
先行研究と同様にアクチンフィラメントの両端に結合したビーズを光ピンセッ
トにより捕捉しつつ張力を加える一方、量子ドットを結合させることにより蛍光
イメージとして可視化したミオシンＶ一分子の運動を観察した。その結果、約 15 pN
程度の張力下ではミオシンＶは正常に運動し、また、歩行速度と run length はこ
の程度の張力には依存しないことも明らかになった。 
 
第６章では本論文の総括と、今後の研究における展望をまとめた。 
 
D-loop に点変異や切断を施した実験から、アクチンの分子内構造がミオシンＶ
の逐次前進運動性を制御できること、また、それと同様の変化がアクチン結合タ
ンパクであるドレブリンにより実現しうることが示された。一方、張力付加の実
験によると、15 pN 程度の力ではミオシンＶの逐次前進運動性が乱されないことが
示された。 
本研究で得られた知見は、アクチン-ミオシンＶ間の相互作用メカニズムにアク
チンによる制御という新たな視点を与えるとともに、ミオシンＶを軸とした細胞
内物質輸送における局所的な調節機構について新しい見方を与えたという点で、
大きな意義があると考える。 
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図１－１ Kabsch らによる G アクチンの結晶構造と特徴的な部位 Kabsch らが報
告した結晶構造に、各部位の名称等を記載した。青緑色の数字は各 subdomain の
番号を示している。 
(Kabsch et al., 1990) 
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図１－２ 小田らによるアクチンフィラメントの構造モデル n と n+2 は同じプロ
トフィラメントで隣り合ったアクチンサブユニットであり、n+1 はもう一方のプロ
トフィラメントのサブユニットである。左図は同じプロトフィラメント内の相互
作用に用いられているアミノ酸残基を示し、右図はプロトフィラメント間の相互
作用部位を示している。 
（Oda et al., 2009） 
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図１－３ ミオシンＶ分子の構造 ミオシンＶ分子（二量体）の構造について、
Spudich, 2001 の図において各部位の名称を記載した。尾部の先端は Cargo domain
と呼ばれ、液胞等を結合する。 
（Spudich, 2001） 
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第２章 実験系の概要 
 
2-1) タンパク質調製方法 
2-1-1) Dictyostelium 細胞を用いたリコンビナントアクチンの精製方法 
・概要 
一般的に、タンパク質の発現・精製系においてもっとも簡便で有用なのは大腸
菌である。その理由として、①大腸菌は増殖が速く、発現に必要な細胞数を容易
に集められること、②培地の組成が単純であり、安価で大量に調製できること、
③ベクターの種類が豊富であり、用途に応じて最良のものを選べること、④IPTG
を用いた発現誘導が容易で、かつ細胞あたりの発現量が多いこと、などが挙げら
れる。しかし一方で、シャペロンなどとの相性のためか、発現できるタンパク質
が制限されがちである。キネシンや F1-ATPase が大腸菌で発現・精製できる一方、
アクチンやミオシンは大腸菌で発現させると不溶化してしまうため、用いること
ができない。現在、リコンビナントアクチンの発現系として確立されているのは、
Dictyostelium 細胞、酵母、昆虫細胞の３種類である。 
本研究においては、1991 年に須藤らが開発した手法を用いて、Dictyostelium
細胞からリコンビナントアクチンを調製した(Sutoh et al., 1991)。簡潔に述べ
ると、まず、あらかじめ分子の表面電荷を変化させるような点変異（たとえば D24H
や E99H など）を施した Dictyostelium 自身のアクチン遺伝子（actin15）をもつ
ベクターを Dictyostleium 細胞に導入し、細胞自身がもつ内在性の野生型アクチ
ンと共発現させる。すると、電荷の変化を与えたことにより野生型のものと陰イ
オン交換カラムで分離できるようになるというものである。分離精製の成否は二
次元電気泳動によって容易に判断可能である。須藤らはこの手法を用いてアクチ
ン表面の負電荷クラスターのアクチン-ミオシンⅡ間相互作用における役割を報
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告したが、特殊な応用方法として E360H の変異をタグのように使用するというも
のがある。E360H の変異のみでは、重合能やトロポミオシンとの相互作用といった、
アクチンの主要な性質に影響を与えず、内在性のアクチンと分離するだけの十分
な表面電荷の変化となる。1996 年に佐伯らは、E360H をコントロールとして、
K238A/E241A/E360H という変 異アクチ ンを調製 して比較 すること により、
K238A/E241A のトロポミオシンとの相互作用における働きについて報告した
（Saeki et al., 1996）。 
本研究においても同様のストラテジーを用いた。subtilisin 切断箇所のアミノ
酸である Met47 について、表面電荷の変化を与えずにその性質を調べたかったこ
ともあり、精製用の E360H に加え、M47A の変異を施した M47A/E360H 変異アクチン
によって実験を行い、D-loop の性質を調べることとした。  
 
・プラスミド作成 
Dictyostelium 細胞に遺伝子を導入するための pBIG プラスミド（図２－１）は
若林健之先生（帝京大）から提供していただいた。提供の時点で、pBIG の BamHI
サイトにはすでに actin 15 の完全配列（プロモーター＋翻訳されるアクチンの配
列＋ターミネーター）が挿入済みであり、また、アクチンには E360H の変異が施
してあった。このプラスミドに、QuikChange site-directed mutagenesis kit
（QIAGEN 製）を用いて M47A の変異を加えたものと合わせて、結果として E360H ア
クチンを発現するプラスミド、M47A/E360H アクチンを発現するプラスミドの二種
類を得た。これらのプラスミドは後述のように、エレクトロポレーション法を用
いて Dictyostelium 細胞に導入した。また、プラスミドにはネオマイシン耐性遺
伝子が組み込まれており、導入された細胞のセレクションにはネオマイシンアナ
ログである、抗生物質 G418 を用いた。 
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・Dictyostelium 細胞の起こし方 
・HL5 培地 
14.3g proteose peptone No.3（Gibco） 
7.15g yeast extract（Gibco） 
0.485g KH2PO4 
1.28g Na2HPO4⋅12H2O 
上記試薬を混合し、HCl で pH を 6.5 に調整した後、800ml になるように MQ を加
えてオートクレーブする。その一方で、15.4g のグルコースを 200ml の MQ に溶解
し、オートクレーブする。最終的にこれらを混合し、10ml のペニシリン-ストレプ
トマイシン（Gibco）を添加して培地として使用する。※KH2PO4 と Na2HPO4⋅12H2O は
あらかじめ 100 倍濃度のものを作っておき、調整時 10ml の溶液を加えるという形
をとると便利である。 
 
1) 10cm ディッシュに HL5 を 10ml とり、そこにシリカゲルストック（4℃保存）を
１粒加える。 
2) 1-2 週間ほど 22℃で静置培養 
3) 実体顕微鏡で、ディッシュの底に細胞が張り付いているのが確認できるように
なったら新しい 10ml の HL5 に交換する。 
4) 形質転換の前に何度か継代培養する。継代はディッシュの 80%程度が細胞で占
められるのを目安に、ピペットで細胞を浮かしてそこから 100μl とり、新鮮
な HL5 を 10ml 加えた新しいディッシュに添加することにより行う。３日に一
回程度の作業となる。 
 
・DMSO ストックの作り方 
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※あらかじめバイセルを 4℃で冷やしておく。 
1) 継代時にコンフルエントになったら、細胞を浮かせずに培地を新鮮なものに交
換する。細胞数を計数しておく。 
2) ピペットで細胞を浮かし、50cm の遠沈管に移す。 
3) R4S ローターで 750g、5 分間遠心 
4) 1ml あたり 108 個の細胞となるように、冷えた培地を添加する。 
5) 2ml サンプルチューブに 0.5ml の FBS と 111μl の DMSO を加え、そこに 0.5ml
の細胞を加えて穏やかに混和する。 
6) クライオチューブに 100 から 200μl ずつ分け、バイセルに入れる。バイセル
にはクライオチューブが６本入る。 
7) バイセルを-80℃のディープフリーザーに入れ、ゆっくりと凍結させる。 
-以降は DMSO ストックを起こす過程 
8) クライオチューブを室温に静置し、融解させる。 
9) 1ml の冷えた HL5 をチューブに加え、穏やかに混和する。 
10)4000rpm で 2 秒遠心。 
11)上清を除き、10cm ディッシュ上の 10ml の HL5 に添加し、継代培養を行う。 
 
・Dictyostelium 細胞の形質転換 
・溶液 
1) electroporation buffer (10mM NaPi-Buffer pH6.4、50mM sucrose) 
2) healing solution(100mM CaCl2、100mM MgCl2) 
 
・ベクター 
pBIG、BamHI サイトにアクチン 15 遺伝子全長（プロモーター、ターミネーターを
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含むアクチン 15 遺伝子）が挿入されたもの。 
 
・手順 
1) Dictyostelium細胞を培養（50mlなら 90rpm、100mlなら 100rpm。いずれも Linear. 
21℃） 
※増殖中の細胞で、かつ血球計算板の 16 マスの中に 100-200 細胞の状態にな
るタイミングが望ましい。 
※上記密度で、かつ Linear の振とうだと細胞が凝集せず、計数し易いと思わ
れる。 
2) 2.4x107cells を遠心（500-1000g, 5min, 4℃）にて回収 
3) electroporation buffer で分散し、穏やかにピペッティングして洗浄。 
4) 遠心（500-1000g, 5min, 4℃）にて回収 
5) 320μl の electroporation buffer で分散 
6) あらかじめ氷漬けにしておいたキュベット（0.4cm gap）に入れる。 
7) electroporation buffer で 80μl に調整したプラスミド 15μg を加える。 
8) 15min 以上放置 on ice（5min ごとに穏やかにピペッティングして混和） 
9) 穏やかにピペッティングしてエレクトロポレーション。Gene pulser Xcell 
system（バイオラッド製）により、プログラム「dic」を用いて電気パルスを
与える。 
10)15min 静置 (on ice) ※細胞がダメージを受けているので優しく扱うこと 
11)10cm ディッシュに展開し、4μl の healing solution を加える。軽く揺らして
混和する。 
12)15min 静置、室温 
13)HL5 を 10ml 添加し、優しく混和 
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14)12-24hour 静置培養（21℃）。 
15)G418 を 20μg/ml になるように加える。 
16)4-5 日後にコロニーが出来てくる。その場合はコロニーをはがさないように数
回 HL5 で洗い、死んでいる細胞を取り除く。再度 10μg/mlG418 で選択しつつ
培養。※Gibco の組織培養カタログによると、G418 は細胞を死滅させるために
3-10 日程度要し、増殖中の細胞ほど効き目が大きい、と記されている。G418
による選択を確実なものとするためには最低でも 10 日間は必要であると考え
た方が良い。 
17)10 日ほど経ったらコロニーを剥がし、500ml フラスコに移し、精製用の旋回培
養を行う。その際は 10μg/mlG418 を添加しておく。※形質転換後、２、３週
間のうちに発現量は落ちてくるので、細胞が増え次第なるべく早く精製する。 
 
 
・Dictyostelium 細胞からのアクチン精製 
・溶液 
1) actin 抽出 buffer （f.2L） 
30mM IMD (pH7.0 HCl)  4.08g 
2.5mM EGTA   1.90g 
5mM MgCl2    12 水和物を 2.03g 
上記試薬を混合し、HCl で pH7.0 に調整する。溶液は低温室に保存。 
※0.2mM ATP  0,2M のものを全体の 1/1000 量加える（使
用直前）。 
 
2) Inhibitor 
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0.5M PMSF(in DMF) 
10mg/ml Leu（in MQ） 
2mg/ml Pep/Chy（in DMSO） 
 
3) 分離用 buffer (f.1L ずつ) 
A 液には 20mM Tris のみ。B 液には 20mM Tris+1M NaCl。いずれも HCl で pH8.0。 
・20mM Tris-HCl(pH8.0) 1M のものを 20ml 
・1M NaCl   5M のものを 200ml 
 
4) 安定化剤 
0.2mM ATP 
0.2mM CaCl2 
5mM MgCl2 
0.2M ATP を 150μl、0.5M CaCl2 を 60μl、1M MgCl2 を 750μl 混合し、1 フラ
クション（= 2ml）あたり 14.4μl 添加しておく。 
 
5) F-buffer (f.3L) 
30mM IMD (pH7.0 HCl) 6.13g 
0.2mM CaCl2   0.5M のものを 1.2ml 
5mM MgCl2    12 水和物を 3.05g 
0.2mM ATP    0.2M のものを 3ml 
0.5mM βME   12.5M（原液）を 120μl 
 
6) G-buffer （f.3L） 
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2mM Tris (pH8.0 HCl)  1M のものを 6ml 
0.2mM ATP    0.2M のものを 3ml 
0.2mM CaCl2   0.5M のものを 1.2ml 
0.5mM βME   12.5M（原液）を 120μl 
2mM NaN3    0.5M のものを 12ml 
 
・旋回培養 
1) 継代の要領で、10ml シャーレで培養中の粘菌を 90ml の培地に加え振とう
（60rpm,21℃） 
2) 増殖期に入ったら 400ml の培地と 400μl の G418 を加え、振とう（80rpm,21℃） 
3) 12－24 時間後に計数 
 
・精製手順 
※ 計数の段階でおよそ～200x104 個くらいになっているのが理想 
※ actin 抽出 buffer に ATP を最終 0.2mM になるように入れておく（500ml の
場合は 0.1M を 1ml）。 
※ inhibitor 三種類を冷凍庫から取り出して氷にさしておく。 
※ 分離用 buffer を脱気し、前日に A 液でカラムを平衡化しておく。 
 
1) 1×109 の細胞を遠心する（1000g, 5min, 4℃）。 
2) 抽出 buffer30ml にけん濁し、再度遠心（1000g, 5min, 4℃）。 
3) 2)を繰り返す。 
4) 抽出 buffer（12ml）にけん濁し、PMSF 24μl、Leu 120μl、Pep/Chy 120μl
を加える。ストップウォッチを用意 
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5) 超音波破砕。 
出力 3 (constant) 
・10secON(hold) 
・30secOFF 
を計６回繰り返す。 
※ON、OFF の切り替えは hold にするかしないかを手動で切り替えて行う。 
 タイマーの時間 
0(ON) → 0:10(OFF) → 0:40(ON) → 0:50(OFF) → 1:20(ON) → 1:30(OFF) 
→  2:00(ON) → 2:10(OFF) →  2:40(ON) →  2:50(OFF) →  3:20(ON) → 
3:30(OFF) 
6) 遠心。P80AT3 ローターを用いて 10000g、10min、4℃。 
7) 上清をとり、RP100AT4ローターで 2ml×6本にして超遠心（100krpm、30min、4℃）。 
8) この間に、フラクションチューブに安定化剤を加えておく。 
9) 遠心が終了したらマイレックスフィルター（0.22μm）でろ過する。 
10)DEAE-5PW により分離 
サンプル吸着時の流速は 2ml/min にする。 
サンプル全てがカラムに入ったら流速を 4ml/min にし、50 分かけて A 液が 0%
から 50%になるようにグラジエントをかける。UV280nm の吸収を見ながら（図
２－２参照）、フラクション(2ml)をとりはじめる。 
11)SDS-PAGEで HPLCのピークとフラクション番号にずれがないことを確認した後、
適当なフラクションを集め F-buffer で透析。1L ずつ交換 2 回。1 日おきに透
析外液を交換する。※この透析により Thymosin が除かれるので時間をかける。 
12)透析した試料を超遠心にかける（P80AT3 ローター,80Krpm, 30min, 8℃）。 
13)ペレットを 500μl の G-buffer でサスペンドして、G-buffer で透析（交換１回） 
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14)超遠心（RP100AT4 ローター、100Krpm, 30min, 4℃）。上清を取る。 
15) 液体窒素で急速冷凍保存を行う一方、二次元電気泳動でアクチンの分離・精製
を確認する。  
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2-1-2) 昆虫細胞からのリコンビナントアクチン精製方法 
・概要 
Dictyostelium 細胞でリコンビナントアクチンを精製するためには、表面電荷を
変化させる変異を加えなければならないという制限がある。また、変異の種類に
よっては収量が悪く、これは、リコンビナントアクチンのうち、細胞機能に支障
を与えるものについては発現量の多い細胞の増殖が悪く、結果として発現量の少
ない細胞が優先的に増えるためであると考えられる。実際、E360H アクチン遺伝子
を導入した Dictyostelium 細胞は、未導入の細胞とさほど変わらない速度で増殖
し、発現量も野生型と同等であった一方、M47A/E360H アクチンを導入した場合は
生育が遅く、精製量も少なかった（図２－２）。これらの欠点を解決するのがバキ
ュロウイルス-昆虫細胞発現系を用いた精製方法である。Dictyostelium 細胞を用
いる場合は、形質転換した細胞が増殖することを必要とするのに対し、昆虫細胞
発現系では形質転換した細胞は増殖する必要がなく、むしろウイルスベクターの
もつ強力なプロモーターの影響により、細胞は増殖する代わりに内部に多量のタ
ンパク質を発現することとなる。このため、Dictyostelium 細胞の増殖に支障を与
える変異アクチンであっても、昆虫細胞では問題なく発現させ、精製することが
できる。また、そのリコンビナントアクチンの発現量の多さから、内在性アクチ
ンの発現を駆逐することが可能であり、形質転換した細胞から単純にアクチンを
精製するだけで、そのほとんどがリコンビナントアクチンで占められる。このた
め、Dictyostelium 細胞発現系で必要であった表面電荷の変化を必要としない。 
本論文第３章における、D-loop 変異アクチンを用いた研究では、E360Ｈタグと
いうストラテジーにより、アクチン-ミオシン間相互作用における D-loop 変異の
効果を突き止めることとなったが、その後、得られた結果が M47A によるものであ
ることを確証づけるために E360H を加えない、M47A の単独変異による影響を調べ
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るため、M47A アクチンをバキュロウイルス-昆虫細胞発現系により調製し、同様の
実験を行った。 
本研究においては、2006 年に Bookwalter らが考案した、陽イオン交換樹脂と陰
イオン交換カラム精製を用いた手法により精製を行った(Bookwalter et al., 
2006)。 
 
・細胞培養～タンパク質発現 
Invitrogen 社 の Bac-to-Bac® バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 シ ス テ ム に よ り
Dictyostelium アクチン遺伝子（およびその変異体）を導入した pFastBacI ベクタ
ーから組み換えバキュロウイルスを調製し、これらを Sf9 細胞に感染させ、リコ
ンビナントアクチンを発現させた。 
 
・細胞溶解～陽イオン交換樹脂 
・溶液 
Lysis buffer (f.40ml) 
2M Tris-HCl (pH7.5) 20ml 
3M KCl 8ml 
1M MgCl2 20μl 
0.2M ATP 100μl 
1M DTT 40μl 
20% TritonX 8ml 
1g/mL Tween20 40μl 
10mg/mL Leu 8ml 
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2mg/mL Pep/Chy 40μl 
0.5M PMSF 48μl 
MQ 480μl 
※PMSF は使用前 30 分以内に加えること。 
SP-buffer (f.3L) 
0.5M MOPS (pH7.0 HCl) 90ml 
0.2M ATP (pH7.0 NaOH or KOH) 3.75ml 
0.5M CaCl2 1.2ml 
1M DTT 0.6ml 
10mg/mL Leu 0.3ml 
500mL ビーカーで混合した後、冷 MQ で 3L に合わせる。 
 
×1.25 G-buffer (f.4L) 
Tris (粉末) 3.03g 
0.5M CaCl2 2ml 
β-ME 200μl 
ATP (粉末) 757mg 
Leu (粉末) 5mg 
500ml ビーカーで混合し、1N HCl で pH を 8.26 に合わせた後、冷 MQ で 4L に合わ
せる。 
800ml + 200ml MQ = A 液. 
800ml + 200ml 5M NaCl = B 液. 
残りの 2.4L に MQ を加え 3L にしたもの =透析用 G-buffer 
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・手順 
1)  20ml の Lysis buffer（PMSF は入れない）を調製。冷やしておく。 
2)  3L の SP buffer を調製。 
3)  100ml の細胞を 50ml 遠沈管二本にとり、R4S ローターで遠心。3000rpm, 5min 
4)  遠心中に SP-buffer での透析の準備をしておく。また、Lysis-buffer に PMSF
を加える。 
5)  上清を捨て、集めた細胞に Lysis-buffer を加える。数回穏やかにピペッティ
ングをして透明にする。 
6)  ただちに SP-buffer で透析開始。Overnight。一回目の透析外液交換は 30 分で
行うこと。計２回交換。 
7)  サンプルを遠沈管に回収する。 
8)  10ml の活性化済 SP-sephadex を 10ml 加えて冷やしながら穏やかに一時間回転
混和する。 
9)  混和中に 3L の G-buffer を調製。同時に A 液と B 液も調製する。 
10)  R4S ローターを冷やしておく。 
11)  混和が終了したら 4000rpm, 15min 遠心。 
12)  上清を G-buffer で一晩透析する。外液交換は２回。 
13)  翌日のために Q-sepharose HP カラムの前処理を以下のように行う。 
① 0.1N の NaOH で洗浄(2ml/min) 
② 20%エタノールで洗浄(1.5ml/min) 
③ MQ で洗浄(1.5ml/min) 
④ 0.1M NaCl を含んだ G-buffer(90% A 液+10% B 液)で平衡化(2ml/min) 
※圧力は 0.8MPa 以下、流速は 2ml/min 以下になるようにすること。 
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・陰イオン交換カラムによる分離 
1)  HPLC のグラジエント機能が正常に働くことを確認しておく。 
2)  サンプルを遠沈管に移し、氷上に置く。 
3)  HPLC にアプライするために以下のような調製を行う。 
1)サンプルのタンパク質濃度を測定。プロテインアッセイキットを用いる。 
2)45ml の A 液と 5ml の B 液を混ぜて 0.1M NaCl 入 G-buffer を調製する。 
3)サンプルに体積で 1/9 の B 液を混ぜて NaCl が 0.1M になるようにする。 
4)約 50mg のタンパク質を 50ml 用サンプルループに封入する。 
5)サンプルループの余剰は 2)で調製した 0.1M NaCl 入 G-buffer で満たす。 
4)  以下のように HPLC を運転する。 
サンプルアプライ：10% B 液、2ml/min 
洗浄：10% B 液、2ml/min 
溶出：直線勾配で 10%から 50% B 液まで 45 分で到達するようにする。2ml/min。 
フラクション：１チューブあたり 2ml。勾配開始 15 分後からフラクションをと
り始める。 
フラクションは低温チャンバーで一晩放置してもよい。 
5)  アクチンを含むフラクションを SDS-PAGE で確かめる（下図を参照すること）。 
6)  泳動中に 5L の G-buffer（2mM アザイドを含む）を調製し、冷やしておく。 
7)  比較的純粋にアクチンを含む３から４フラクションを集める。 
8)  1L の G-buffer で 1 時間透析する。外液を交換する必要はなし。 
 
・重合・脱重合精製 
1) 透析中にローターを冷やしておく。 
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2) セントリプレップ（分画量 10kDa）を用いて 1mL以下になるまで濃縮する。3000g, 
15min, 4℃を繰り返し行う。 
3) 1M MgCl2 と 3M KCl を下記のように加える。 
サンプル：X μl, 
3M KCl：40μl, 
1M MgCl2：2.4μl, 
G-buffer：(1157.6-X) μl 
4) 30 分室温に置く。 
5) 翌日まで冷蔵庫に置く。 
6) 遠心。100Krpm, 30min, 4℃, RP100AT4 ローター。 
7) 沈殿を氷上で G-buffer に溶かす。 
8) G-buffer で三日間透析する。外液交換は３回。 
9) 遠心。100Krpm, 30min, 4℃, RP100AT4 ローター。 
10)新しい 1.5 もしくは 2mL チューブに上清を回収する。 
11)プロテインアッセイキットを用いてタンパク質濃度を測定する。 
12)500mg/ml スクロース入 G-buffer を用いて、重量比でアクチンの２倍入るよう
にスクロースを加える。 
13)液体窒素で急速凍結し、-80℃で冷凍保存する。 
14)CBB 染色、ウエスタンブロットにより精製度の確認を行う。 
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2-1-3) 昆虫細胞からのリコンビナントミオシンＶ精製方法 
・概要 
Cheneyらが、ヒヨコ脳からミオシンＶを精製する方法を見出し（Cheney, 1999）、
これを用いた実験によりミオシンＶの運動機構に関する研究は大きく進んだ
（Mehta et al., 1999; Walker et al., 2000; Sakamoto et al., 2000; Uemura et 
al., 2004）。本論文第３章においても、ヒヨコ脳から精製したミオシンＶの尾部
に蛍光ビーズを結合し、一分子運動観察を行っている。一方、近年のミオシンＶ
に関する研究ではミオシンＶ重鎖遺伝子を導入したバキュロウイルス、および軽
鎖遺伝子（CaM 等）を導入したバキュロウイルスを昆虫細胞に同時に感染させるこ
とにより、リコンビナントミオシンＶを発現させ、精製するという方法が主流と
なっている。これにより、ミオシンＶ遺伝子全長の中から尾部の Cargo domain の
配列を除くほか、コイルドコイルの部分を除くことで単頭のミオシンＶを調製す
るといったことが可能であり、様々なミオシンＶの断片等を得ることができる。
また、Ｎ末端に付加した His-tag を利用して精製することができるといったこと
から、ヒヨコ脳からの精製と比べ作業が容易であり、高収量であるため、特に多
くのサンプルを必要とする溶液実験（ATPase 測定など）を行う上で利便性が高い。 
本研究では、ヒヨコ脳からミオシンＶを精製したことに加え、昆虫細胞－バキ
ュロウイルス発現系によりリコンビナントミオシンＶを精製した。その際は、重
鎖としてマウス由来のミオシンＶの 1-913 番目の残基を S1、1-1091 番目の残基を
HMM として精製した。いずれの断片の遺伝子も pFastBac-HT ベクターに組み込むこ
とにより、Ｎ末端には His-tag が付加してある。また、軽鎖として CaM を用い
（pFastBacI ベクターに組み込んである）、重鎖と同時発現させた。本研究では、
過去のリコンビナントミオシンⅡを精製した報告と同様に Ni-NTA を用いて精製を
行った後（Ohki et al., 2004）、さらに Cheney のように陰イオン交換カラムを用
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いて精製することで純度の高いリコンビナントミオシンＶを得た。 
 
・細胞培養～タンパク質発現 
Invitrogen 社の Bac-to-Bac®バキュロウイルス発現システムを用い、目的の遺
伝子を導入した pFastBac-HT ベクターまたは pFastBacI ベクターから組み換えバ
キュロウイルスを調製し、これらを Sf9 細胞に感染させリコンビナントミオシン
Ｖを発現させた。 
 
・細胞溶解 
・溶液 
1) HLB (Hypotonic Lysis Buffer、f.50mL) 
X5 HLB (-Leu,-Pep/Chy,-PMSF,-bME) 10mL 
10mg/ml Leu    250μl (f.50ug/mL) 
2mg/ml Pep/Chy   500μl(f.20μg/mL) 
0.5M PMSF    100μl (f.1mM) 
12.5M βME    20μl (f.5mM) 
MQ     39.1ml 
 
・手順 
1) 細胞 100mL あたり 16mL の HLB で溶解。 
2) 3M KCl を 650μl, 0.2M ATP を 1ml 添加。※細胞の容量が多少異なっても、
特にメスアップしたりする必要はなし。※未使用の HLB（大体 34ml）+1.2ml 
3M KCl で Ni-NTA agarose 2ml を平衡化しておく。18ml で 2 回洗う要領。
50ml の遠沈管を使用する。遠心は 3000rpm、4sec。 
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3) 2000g, 15min, 4℃ 
4) 上清を Ni-NTA と混合し、２時間程度混和して結合させる。 
 
・Ni カラム精製 
・溶液 
1) NW buffer(f.150ml) 
1M Tris-HCl(pH7.5)  3ml(f.20mM) 
5M NaCl   3ml(f.100mM) 
0.5M EGTA   150μl(f.0.5mM) 
12.5M βME   100μl(f.5mM) 
10mg/mL Leu   25μl(f.1μg/mL) 
 
・手順 
1) NW 20ml で 6 回洗う。6 回目洗浄後は最後まで吸い切らず、2ml 弱でとめておく。 
2) 最後に NW 6ml と 1M IMD-HCl (pH7.5) 2ml を別の容器で混合しておいたものを
添加し、溶出する。溶出液は 10ml のオープンカラムで回収する。 
 
・IMD 抜き透析(1L) 
交換はなし 
1M Tris-HCl(pH7.5) 20ml(f.20mM) 
1M MgCl2  10ml(f.10mM) 
5M NaCl  10ml(f.50mM) 
0.5M EGTA  2ml(f.1mM) 
1M DTT   500μl(f.0.5mM) 
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10mg/ml Leu  100μl(f.1μg/ml) 
 
・Q-sepharose FF 精製 
・溶液 
1) QW buffer（f.150ml） 
1M Tris-HCl(pH7.5) 3ml(f.20mM) 
5M NaCl   7.5ml(f.250mM) 
1M DTT   75μl(f.0.5mM) 
0.5M EGTA  300μl(f.1mM) 
 
2) QE buffer（f.20mL） 
1M Tris(pH7.5)  0.4ml(f.20mM) 
5M NaCl   2.2ml(f.550mM) 
1M DTT   10μl(f.0.5mM) 
0.5M EGTA  40μl(f.1mM) 
 
・手順 
1) サンプルを回収したら 100μl の 0.2M ATP（f. 2mM）、400μl の 5M NaCl（f.250mM）
を添加した後、外液で 10ml にメスアップして Q-FF と混合。 
2) Q-FF 1ml はあらかじめ QW buffer 10ml２回で平衡化しておく。15mL の遠沈管
を使用する。遠心は 2000rpm、4sec。2 時間混和する。 
※メスアップの 10ml と、Q-FF 1ml は 15ml の遠沈管の目盛りで合わせる。 
※混和は Ni-NTA より少し長めにする必要がある様子。 
3) QW buffer 20ml で 6 回洗浄。6 回目の洗浄液は全部吸い取らず、アスピレータ
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ーで 1ml になるようにしておく。吸い過ぎたら追加で 1ml になるように QW 
buffer を加える。 
4) 5ml の QE buffer を添加し、混和した後、オープンカラムで溶出液を回収する。 
 
・Centriprep 濃縮 
Centriprep YM30 はあらかじめ 2ml の冷 MQ を加えて 1500g、5min 遠心することで
洗浄しておく。その後、冷 MQ を捨て、1500g、10min、３回で濃縮。大体 250-400
μl くらいに濃縮される。 
 
・最終透析(500mL) 
1M IMD-HCl (pH7.4)  10ml(20mM) 
3M KCl    12.5ml(75mM) 
1M MgCl2   1.25ml(2.5mM) 
0.5M EGTA   1ml(1mM) 
1M DTT    0.5ml(1mM) 
10mg/mL Leu   50μl(1μg/mL) 
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2-1-4) 大腸菌を用いたリコンビナントカルモジュリンの精製方法 
・概要 
リコンビナントミオシンＶの実験においては EGTA により、軽鎖 CaM の解離はほ
とんど考慮しなくてもよいが、さらに過剰の CaM を溶液中に添加することにより、
これを確実なものとした。リコンビナントミオシンＶの調製において用いたカル
モジュリンと同じ配列の遺伝子を pRSET ベクタ （ーInvitrogen 製。ただし His-tag
配列を除いたもの）に導入し、発現用コンピテントセル Rosetta Ⅱ（Novagen 製）
を形質転換して発現した後、林らの手法（Hayashi et al., 1998）により精製を
行った。 
 
・大腸菌発現 
1) 200ml の Amp-MMI にグリセロールストックをひとかけら加える 
2) 30℃で 24 時間旋回培養 
3) 37℃培養に切り替える 
4) 吸光度を測定。1.8～2 になるように培養時間を調節 
5) 0.1M IPTG を 2ml 加える 
6) 37℃で３時間培養 
7) 50ml の遠沈管４本に回収。4000rpm、10min 
8) 培地を除き、液体窒素で冷凍。-80℃に保存。 
 
・精製 
・溶液 
1) Lysis buffer (f.50ml) 
50mM Tris-HCl(pH7.5) 1M を 2.5ml 
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2mM EDTA   0.5M を 0.2ml 
0.2mM PMSF   0.5M を 20μl 
 
2) 平衡化 buffer (f.50ml) 
50mM Tris(pH7.5)   1M を 2.5mL 
5mM CaCl2    0.5M を 0.5mL 
0.1M NaCl    5M を 1mL 
 
3) Wash buffer 1 (f.100ml) 
50mM Tris(pH7.5)   1M を 5mL 
0.1mM CaCl2    0.5M を 20μl 
0.1M NaCl    5M を 2ml 
 
4) Wash buffer 2 (f.100ml) 
50mM Tris-HCl(pH7.5)  1M を 5ml 
0.1mM CaCl2    0.5M を 20μl 
0.5M NaCl    5M を 10ml 
 
5) Elution buffer (f.20ml) 
50mM Tris(pH7.5)   1M を 1mL 
1mM EGTA    0.5M を 40μl 
 
6) 透析 buffer (f. 1L) 
20mM IMD(pH7.4)   1M を 20ml 
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25mM KCl    3M を 8.33ml 
2.5mM MgCl2    1M を 2.5ml 
0.5mM DTT    1M を 0.5ml 
 
・手順 
1) 細胞（遠沈管１本分）を解凍し、Lysis buffer 19ml を加えてピペットで分散
させる 
2) 超音波破砕（強さ：２程度、Duty Ratio：50%程度、時間：30 秒 ON、30 秒 Rest
を６回） 
3) S80AT3 で遠心（18Krpm、10min、4℃） 
4) この間に Phenyl Sepharose FF 2ml を平衡化しておく 
5) 遠心した上清を 20ml メスシリンダーで計量。0.5M CaCl2 0.2ml を加え、平衡
化 buffer で 20ml にメスアップする。 
6) Phenyl Sepharose FF と混和（２時間、4℃） 
7) Wash buffer 1 で７回洗浄 
8) Wash buffer 2 で７回洗浄 
9) Wash buffer 2 を 5mL ほど加え、オープンカラムに詰める 
10)界面が乾燥するかしないかのところで Elution buffer 2ml を加える。界面を
崩さないように穏やかに加える。 
11)回収したフラクションを透析。交換１回。 
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2-2) 溶液実験方法 
2-2-1) actin-activated ATPase 測定方法 
・測定原理 
ミオシンの ATP 加水分解によって生じた ADP を PK が再生する際、以下の反応に
よって NADH が NAD+へと酸化される。このとき、340nm の吸光度が大きく変化する。
本実験において PK、LDH は過剰量存在し、NADH の酸化速度は実質 ADP の生成速度
となる。定常状態において、ADPの生成速度は ATPの加水分解速度と一致するため、
結果として 340nm の吸収を見ることによって ATP の加水分解速度を見積もること
ができる。ミオシンＶは ADP との親和性が高く、生成した ADP が ATP の加水分解
を阻害することが知られているため、ATP を再生しつつ生成量も測定できる本方法
は、定常状態におけるミオシンＶの ATP 加水分解速度を測定する上で適している。 
 
Pyruvate kinase (PK) 
Phosphoenolpyruvate  +  ADP      Pyruvate  +  ATP 
 
Lactatedehydrogenase (LDH) 
Pyruvate  +  NADH  +  H+       Lactate  +  NAD+ 
 
 
・アクチン溶液の溶液条件調整 
各アクチンストック溶液（ウサギ骨格筋アクチン、Dictyostelium アクチン）の
溶液条件は若干異なるので、一度重合させて遠心して回収した後、アッセイに適
した溶液で溶解することにより、条件を揃える。 
・使用する溶液 
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1) Suspension buffer (f.10ml) 
1M IMD-HCl(pH7.4)  250μl (25mM) 
1M MgCl2   2.5μl (0.25mM) 
  
2) Additional buffer (f.500μl) 
1M IMD-HCl(pH7.4)  80μl(80mM) 
3M KCl    175μl(1050mM) 
1M MgCl2   43.5μl(87mM) 
0.5M EGTA   22μl(22mM) 
MQ     179.5μl 
 
3) Dilution buffer (f.500μl) 
Suspension buffer    450μl 
Additional buffer   25μl 
1mg/ml Phalloidin   25μl 
 
・手順 
1) -80℃に保存してある各アクチンストック溶液を、それぞれ×5 F-buffer を
用いて重合させたものを遠心してペレットとして回収する。 
2) 180μl の Suspension buffer で溶解する。その際、氷上 10 分放置、ピペッ
ティングを繰り返し、ペレットを完全に溶解させる。 
3) 10μl の 1mg/ml Phalloidin と 10μl の Additional buffer を添加し、混和。 
4) 一晩４℃で静置し、Phalloidin を完全に結合させる。 
5) Protein assay 法によりアクチン濃度を測定する。 
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6) Dilution buffer で適宜アクチン濃度を調整し、測定に用いる。 
 
・測定 
MMV-HMM、CaM は精製時、最後の透析によって 20mM IMD-HCl(pH 7.4)、75mM KCl、
2.5mM MgCl2、1mM EGTA となっている。前述したアクチン溶液等と混ぜることによ
って最終的に 25mM IMD-HCl (pH7.4)、50mM KCl、4mM MgCl2、1mM EGTA となり、顕
微鏡実験と同様の溶液組成となる。 
 
・使用する溶液 
1) Reaction mix (f.200μl) 
8mM NADH   60μl（測定時 400μM） 
80mM PEP   12μl（測定時 800μM） 
4.7mg/ml PK   12μl（測定時 4.7μg/ml） 
1.2mg/ml LDH   12μl（測定時 1.2μg/ml） 
0.1M ATP   12μl（測定時 1mM） 
1M DTT    1.2μl（測定時 1mM） 
MQ    90.8μl 
 
・手順 
1) MMV-HMM（測定時に 56nM）と CaM（測定時に 2.35μM）を混合し、氷上で 30
分静置しておく。 
2) 適宜希釈したアクチン溶液 36μl と MMV-HMM 4μl を混合する。 
3) 25℃にセットしたドライバスで１分静置。 
4) Reaction mix 8μl と混合し、素早く分光光度計のセルに加える。 
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5) 340nm の吸収波長の時間経過を測定する。 
 
2-2-2) 共沈実験方法 
第３章で D-loop 変異の影響を調べる際は、ATPase 測定結果と比較するために溶
液条件を合わせ、NADH と LDH を加えた状態で実験を行ったが、第４章でドレブリ
ンの作用を調べる際は、NADH 等は加えずに実験を行った。 
 
・第３章における手順 
Additional buffer を除き、溶液条件は 2-6 と同様。本実験においては一定のア
クチン濃度（1μM）存在下、KCl 濃度を変化させることを目的としたため、最終
KCl 濃度に合った Additional buffer をそれぞれ調製した。また、MMV-HMM の代わ
りに MMV-S1（最終濃度 0.17 もしくは 0.23μM）を用いた。まず、ATP 非存在下で
アクチン-MMV-S1 複合体を形成させた後、Additional buffer と Reaction mix を
加え、ただちに遠心器にセットし遠心（541,000g、20 分、4℃）。得られた上清と
ペレットをそれぞれ SDS-PAGE に供し、バンドの濃さから CS アナライザーソフト
ウェア（ATTO 製）を用いたデンシトメトリーにより、上清、ペレットのタンパク
質量を見積もった。 
 
・第４章における手順 
ミオシンＶのアクチンへの結合親和性におけるドレブリンＥの作用を調べるた
め、共沈に先立ちドレブリンＥをアクチン溶液と混合し、３０分以上静置するこ
とによりドレブリンＥ結合アクチンフィラメントを形成した上でミオシンＶと混
合した。なお、本実験では MMV-HMM を用いて結合親和性を評価した。 
・使用する溶液 
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1) assay buffer 
10mM IMD-HCl(pH7.2) 
75mM KCl 
2.5mM MgCl2 
1mM EGTA 
 
2) ×5 assay buffer 
50mM IMD-HCl(pH7.2) 
375mM KCl 
12.5mM MgCl2 
5mM EGTA 
 
3) Additional buffer (f.10ml) 
17.9mM IMD-HCl(pH7.2) 1M のものを 179μl 
134mM KCl   3M のものを 447μl 
4.5mM MgCl2   1M のものを 45μl 
1.8mM EGTA   0.5M のものを 36μl 
 
4) Reaction mix (f. 60μｌ) 
0.1M ATP  10μl（測定時 1mM） 
80mM PEP  10μl（測定時 800μM) 
4.7mg/ml PK  10μl（測定時 4.7μg/ml） 
1M DTT   10μl（測定時 10mM） 
0.1mM CaM  10μl（測定時 1μM） 
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100mg/ml BSA  10μl（測定時 1mg/ml） 
 
・手順 
1) ドレブリンを assay buffer で一晩透析する。 
2) G アクチン溶液に×5 assay buffer を 1/5 volume 加え、assay buffer と同じ
溶液条件とし、一晩重合させる。 
3) 両タンパク質についてプロテインアッセイ法で濃度を測定。 
4) アクチン（最終濃度 2.2μM）とドレブリン（最終濃度 0 から 1.24μM）を混合
し、30 分以上 4℃にて静置し、結合させる。アクチン、ドレブリンの濃度は
assay buffer によって適宜調整する。 
5) MMV-HMM（最終濃度 0.27μM）とアクチン-ドレブリン溶液を混合し、全体で 21.6
μl とした後、Additional buffer を 1.9μl、Reaction mix を 1.5μl 加える。 
6) 4℃に設定した遠心器内で 5 分静置した後、遠心を開始する（400,000g、20 分、
4℃） 
7) 上清、ペレットをそれぞれ SDS－PAGE に供する。 
8) CS アナライザーを用いて、デンシトメトリーによりタンパク量を測定する。 
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2-3) 顕微鏡実験手順 
図２－５、２－６に示した顕微鏡装置により、一分子運動観察、ミオシンＶ一
分子のステップ運動の観察、張力のかかったアクチンフィラメント上におけるミ
オシンＶ一分子の運動観察を行った。 
 
2-3-1) in vitro motility assay と滑り力測定方法 
フローセル（～16μl）は 24mm×60mm と 18mm×18mm の二種類のカバーガラス（マ
ツナミ製）と両面テープを用いて作成した。24mm×60mm の方は前もって 0.1%のコ
ロジオン溶液に浸し、乾燥させることによりニトロセルロースコーティングが施
されている。ミオシンⅡで実験する場合は、まず、ストック溶液（10mg/ml）を
A-buffer（25mM IMD-HCl(PH7.4)、4mM MgCl2、1mM EGTA、25mM KCl）によって 50
μg/ml に希釈し、フローセル内に投入し、１分静置する。次に、50μl の 0.5mg/ml 
BSA in A-buffer を流し、１分静置した後、A-buffer で 23.4nM に希釈した、
rhodamine-phalloidin ラベルしたアクチンフィラメントを 50μl 流し、１分静置
する。最後に 10mM DTT、1mM ATP、0.22mg/ml glucose oxidase、0.036mg/ml catalase、
4.5mg/ml glucose を含む A-buffer を流し、25±1℃で滑り運動を倒立顕微鏡
（TMD-300、ニコン製）で観察する。蛍光画像はビデオレートで録画し、imageJ ソ
フトウェアの Manual-Tracking plug-in を用いてアクチンの滑り運動速度を測定
する。ミオシンⅡでの実験においては、速度がフィラメント長に依存するので、
1-2μm の長さのもののみを選んで測定する。 
ミオシンＶの場合はストック溶液を A-buffer で 20μg/ml に希釈してフローセ
ルに流す。後の手順はミオシンⅡと同じであるが、第３章においては、ミオシン
Ｖの場合は 25-200mM と、観察溶液の KCl 濃度を変化させて実験を行った。 
また、第３章においてはミオシンＶをガラス面に低密度で固定して実験を行っ
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た。このような場合は、ミオシンＶの固定前に、50μg/ml の BSA をフローセルに
投入しておき、５分静置した後に薄いミオシンＶ溶液（1.25-10μg/ml）を流す。 
ミオシンⅡの in vitro motility assay 中に、アクチンフィラメントが多分子
のミオシンⅡからどの程度の力を受けているかを光ピンセットにより測定する
（これを滑り力測定という）場合は、河合らの報告（Kawai et al., 2006）の手
順に従った。まず、一晩かけてゲルゾリンを結合したポリスチレンビーズ（直径 1
μm）をアクチンフィラメントの B 端に結合させ、これを用いて、BSA 濃度を 5mg/ml
にした以外は前述したように通常の in vitro motility assay と同様、滑り運動
させる。滑り運動しているアクチンフィラメントの B 端に結合しているビーズを
光ピンセット（バネ定数が 0.043pN/nm）で捕捉し、力を測定した後、ガラス基盤
に接しているアクチンフィラメントの長さで除したものを滑り力とした。第３章
において、D-loop 変異アクチンの場合は滑り運動しないフィラメントが散見され
ることを述べるが、そのようなものは除き、運動するフィラメントのみ滑り力測
定の対象とした。 
 
2-3-2) ミオシンＶ一分子運動観察方法 
第３章ではヒヨコ脳から精製した（Cheney et al., 1998）ミオシンＶを蛍光ポ
リスチレンビーズ（直径 0.2μm)に結合させ、第４章、第５章ではリコンビナント
ミオシンＶ-HMM を量子ドットに結合させることにより一分子運動を可視化した。
ヒヨコ脳ミオシンＶは天然に存在する尾部を利用して、非特異的にビーズに吸着
する一方、リコンビナントミオシンＶ-HMM は C 末に myc-tag を有し、あらかじめ
anti-myc-tag を conjugate させた量子ドット(直径 10～20nm）に結合させること
ができる。ミオシンＶ結合ビーズはその日ごとに一から作り直す必要があるが、
量子ドットは anti-myc-tag を conjugate した状態で保存しておき、実験時にミオ
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シンＶ-HMM と結合させることとなる。調製手順と実験手順の詳細は各章において
述べる。 
 
・第３章における手順 
・使用するビーズ 
Invitrogen F-8811 FluoSpheres® carboxylate-modified microspheres 0.2μ m 
yellow-green fluorescent (505/515) 
濃度：3.6×107×(10/0.2)3=4.5×1012 個/ml=7.5nM 
※ 3.6×107 個/ml は製品マニュアルにある 10μm ビーズの濃度であり、全て
のサイズの製品について全ビーズの合計体積が一定であることから、他の
サイズのビーズの濃度を導くという同マニュアルの計算方法から算出した。 
 
・使用する溶液 
1) Movment assay buffer (A-buffer) 
25mM IMD-HCl (pH7.4) 
4mM MgCl2 
1mM EGTA 
100mM KCl 
 
2) ミオシンＶ保存用 buffer 
ヒヨコ脳から精製したミオシンＶはこの buffer に 35%(w/v)のスクロースを加え
た状態で急速冷凍保存してある。 
10mM IMD-HCl (pH7.2) 
2.5mM MgCl2 
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1mM EGTA 
75mM KCl 
3) 20mg/ml BSA 
KCl を含まない、２倍濃度の Movement assay buffer で BSA を溶解する。 
 
・手順 
1) ビーズ原液 200μl を遠心（RP100AT4 ローター、20Krpm、15min、4℃） 
2) 上清を 170μl 除く 
3) 20mg/ml BSA を 75μｌ、3M KCl を 15.8μｌ、MQ を 29.2μｌ加える。 
4) 軽く sonication し、さらにピペッティングをして混和する。 
5) 氷上で 30 分静置 
6) 100μｌをとり、ミオシンＶ保存用 buffer で濃度を調整したミオシンＶ20μl
加え、素早くピペッティングして混ぜる。 
7) 氷上で 30 分静置 
以下、観察方法 
8) 24mm×60mm と 18mm×18mm のカバーガラス、両面テープを用いてフローセル（約
16μｌ）を作成する。 
9) 5mg/ml ビオチン化 BSA in A-buffer をセルボリューム加え、3 分静置 
10) A-buffer 40μｌを流す 
11) 0.5mg/ml streptavidin in A-buffer を 40μl 流し、3 分静置 
12) A-buffer 40μｌを流す 
13) 蛍光アクチンフィラメント（2.34μM の F アクチンを、3.3μM のローダミン
ファロイジンと 3.3μM のビオチン XX ファロイジンによってラベルしたもの）
を A-buffer で 50 倍希釈し、40μl 流し、10 分静置 
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14) 127nM ファロイジンを添加した 10mg/ml BSA in A-buffer を 40μl 流す 
15) 10 分～18 分静置した後、以下の溶液を流し、観察する（25±１℃） 
25mM IMD-HCl (pH7.4) 
4mM MgCl2 
1mM EGTA 
30, 100, or 150mM KCl  
1mM ATP 
10mM DTT 
10mg/ml BSA 
0.22mg/ml glucose oxidase 
0.036mg/ml catalase 
4.5mg/ml glucose 
127nM ファロイジン 
1mM phosphocreatine 
0.1mg/ml creatine phosphokinase 
0.16 or 0.83nM ミオシンＶ結合ビーズ 
※ ミオシンＶ結合ビーズにも高濃度の KCl が含まれているため、適宜 3M KCl を
用いるなどして調整する。 
※ 30mM KCl は全種類のアクチンに対し、100mM はウサギ骨格筋アクチンに対し、
150mM は Dictyostelium アクチンに対して用いる。 
※ 30mM KCl 下ではビーズが 0.16nM になるように、100、150mM KCl 下では 0.83nM
になるように調整する。 
 
・解析方法 
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imageJ ソフトウェアと manual tracking プラグインを使用し、速度と run length
を測定する。結合時間 0.165 秒以上､run length 125nm 以上の運動のみを集め､そ
の後のデータ解析を行う。また､imageJ ソフトウェアと straighten プラグインを
用いてアクチンフィラメントの長さを測定し､単位時間，単位長さあたりに結合す
るミオシンＶの個数を求め、結合頻度とする。 
 
・第４章における手順 
・量子ドット 
Invitrogen Q22021MP Qdot® 655 Antibody Conjugation Kit 
キットに含まれる量子ドットはあらかじめ誘導体化処理されており、表面に数
個のアミン基を有する。これらのアミン基にクロスリンカーである SMCC を反応さ
せることにより、量子ドットから間接的にマレイミド基が伸びた状態となる。一
方で、anti-myc 抗体を還元処理すると、チオール基を有する F(ab')2 誘導体とな
るため、マレイミド-チオール間結合によって量子ドットと anti-myc 抗体を
conjugate させることができる。 
 
・使用する溶液 
1) A-buffer 
25mM IMD-HCl (pH7.4) 
4mM MgCl2 
1mM EGTA 
100mM KCl 
 
2) B-buffer 
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25mM IMD-HCl (pH7.4) 
4mM MgCl2 
1mM EGTA 
25mM KCl 
 
・手順 
1) 1mg/ml 存在下で、ミオシンＶ-HMM と量子ドットを 5:1 の混合比で混和する。 
2) 氷上で一晩静置 
3) カバーガラス（18mm×24mm）をコロジオンコートし、18×18mm のカバーガラ
スと両面テープを用いてフローセル（約 8μｌ）を作成する。 
4) 0.5mg/ml neutravidin in A-buffer をセルボリュームだけ流し、3 分静置 
5) 20μｌの A-buffer で洗う 
6) A-buffer で 100 倍希釈した蛍光アクチンフィラメント（第３章と同じラベル
方法）を 20μｌ流し、5 分静置 
7) 100nM ファロイジンとドレブリン（0～100nM）を含む 10mg/ml BSA in B-buffer
を 20μｌ流し、10 分静置 
8) 以下の溶液を 20μｌ流し、観察開始（27±１℃） 
25mM IMD-HCl(pH7.4) 
4mM MgCl2 
1mM EGTA 
50mM KCl 
10mg/ml BSA 
100nM phalloidin 
1μM CaM 
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10mM DTT 
4.5mg/ml glucose 
0.22mg/ml glucose oxidase 
0.036mg/ml catalase 
1mM ATP 
0-100nM drebrin（直前の溶液と同じ濃度） 
2nM ミオシンＶ-HMM 結合量子ドット 
 
・解析方法 
G-track ソフトウェア（G オングストローム）を使用し、適宜 ROI のサイズや感
度を調節しながら、速度と run length を測定する。結合時間 0.165 秒以上､run 
length 125nm 以上の運動のみを集め､その後のデータ解析を行う。また､imageJ ソ
フトウェアと straighten プラグインを用いてアクチンフィラメントの長さを測定
し､単位時間，単位長さ（アクチン）あたりに結合するミオシンＶの個数を求め、
結合頻度とする。 
 
2-3-3) ミオシンＶ一分子のステップ運動の観察方法 
・使用するビーズ 
Invitrogen F-8815 FluoSpheres® carboxylate-modified microspheres 1.0μ m 
blue fluorescent (350/440) 
 
一分子運動観察の時と同様の方法により、ミオシンＶ（リコンビナント全長ミオ
シンＶ）を１：１の混合比でポリスチレンビーズに結合させる。本実験では、あ
らかじめ TMR-BSA を結合させておくことによりビーズの蛍光像を得ることとする。 
 - 54 - 
 
 
 
2010 年度 博士論文 久保田 寛顕
 
フローセルの作り方は一分子運動観察のときと同様である。光ピンセット（バネ
定数：0.012pN/nm）により捕捉したミオシンＶ結合ビーズを、蛍光像上でアクチ
ンフィラメント上に配置し、捕捉したままその歩行運動を観察した。ミオシンＶ
の運動、すなわちビーズの変位は明視野像を四分割フォトダイオード（センテッ
ク製）に投影し、Powerlab データ収録システム（ADinstruments 製）により 1kHz
のサンプリングレートで記録した。ステップサイズ，dwell time 等は Chart ソフ
トウェアにより測定した。 
 
2-3-4) 張力を加えたアクチン上におけるミオシンＶの運動の観察方法 
・アビジンビーズの調製 
下 澤 ら の 報 告 と 同 様 に 、 1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]carbodiimide 
hydro- chloride (EDC)と N-hydroxysulfosuccinimide (Sulfo-NHS)を用いてポリ
スチレンビーズと neutravidin を架橋した。ただし、下澤らと異なり、ビーズに
は Invitrogen F-8814 FluoSpheres® carboxylate-modified microspheres 1.0μm 
blue fluorescent (365/415)を用い、NEM ミオシンの代わりに neutravidin を用い
た。なお、架橋時の neutravidin の濃度は 0.7mg/ml とした。 
 
・手順 
1) 26mm×60mm と 18mm×18mm のカバーガラスによりフローセル（約 8μｌ）を作
成する。 
2) 1mg/ml BSA in A-buffer をセルボリューム流す。 
3) アビジンビーズを 5μｌとり、100μｌの A-buffer と混ぜ、軽く sonication
して分散させる。 
4) サンプルチューブに 10mg/ml BSAを 10μl、A-bufferを 70μl、450mg/ml glucose、
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22.2mg/ml glucose oxidase、3.6mg/ml catalase、1M DTT、0.1mM CaM、0.1M ATP、
12.7μM phalloidin をそれぞれ 1μl ずつとり、混合する。 
5) そ こ か ら 17 μ l と り 、 蛍 光 ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト （ 等 モ ル 量 の
rhodamine-phalloidin とビオチン XXphalloidin でラベルしたもの（2.34μM）
を A-buffer で 20 倍希釈）、アビジンビーズ（A-buffer で 10 倍希釈）、ミオシ
ンＶ結合量子ドット（A-buffer で 10 倍希釈）をそれぞれ 1μl ずつ加え、混
合する。 
6) フローセルに流し、顕微鏡下で位相差像と蛍光像を同時観察する。 
7) 位相差像を見ながらまずステージを移動させ、漂っているアビジンビーズをダ
ブル光トラップでそれぞれ捕捉した後、蛍光像（観察波長：560-620nm）を見
ながらさらにステージを移動させることにより、漂っているアクチンフィラメ
ントにビーズを接触させる要領で、ビーズをアクチンフィラメントの両端に結
合させた状態（アクチンダンベル）をつくる。 
8) CRESTimage を起動し、捕捉中心を固定する側のビーズ（計測用ビーズ）の輝
度重心を計測したまま、もう一方のビーズ（張力付加用ビーズ）の捕捉中心を
約 100nm ずつ段階的に移動し、アクチンフィラメントに負荷を加え伸張させる。 
9) 計測しているビーズの（ブラウン運動とは異なる）変位が見られたら張力がか
かっていることを示している。そのようになったら一段階元に戻し、これを張
力 0pN の状態とする。 
10) 蛍光像の観察波長を 660nm 以上（量子ドット用）に切り替え、ピエゾコントロ
ーラーによりステージの高さを調整してアクチンダンベルをステージから約 5
μm の高さになるように配置する。 
11) 蛍光イメージング用レーザーの入射角度を、エバネッセント照明になるように
調節し、量子ドットの蛍光像をなるべく鮮明になるようにする。 
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12) CRESTimage により計測用ビーズの変位を計測しながら張力付加用ビーズを移
動しつつ、ミオシンＶの運動を観察する。デジタルビデオレコーダーDV-CAM
により記録する。 
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pBIG
10.95 kb
Ddp1
5.9 kb
Act6-neo
2.2 kb
pBluescript II SK
2.95 kb
EcoRI
PstI
SmaI
BamHI
SpeI
SpeI
XbaI
NotI
SacII
BstXI
SacI
PstI 0.91
PstI 1.70
HindIII 2.17
EcoRI 3.20
PstI 3.77
HindIII 4.45
HindIII 5.02
HindIII 6.50
KpnI 6.40
HindIII 7.08
KpnI
DraI
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２－１ pBIG プラスミド 野生型 Dictyostelium が有する染色体外プラスミド
である DdpI をベースにしている。Act6-neo は actin6 プロモーターとネオマイシ
ン耐性遺伝子を連結させたものであり、遺伝子マーカーとして、選択培養を可能
とする。また、pBluescript Ⅱ SK は大腸菌内複製のための pUC origin 部位と、
選択培養用のアンピシリン耐性遺伝子、multiple クローニングサイトを有する。
本研究では、BamHI サイトにアクチン遺伝子を導入した。 
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A
B
C
D
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２－２ HPLC による Dictyostelium アクチンの分離精製 各図ともに青い線が
280nm の吸収であり、横軸は時間である。single arrowhead が内在性野生型
Dictyostelium アクチン、double arrowheads が変異アクチン（E360H アクチン、
M47A/E360H アクチン）を示している。（A）E360H と野生型の分離の様子 （B）（A）
の拡大図。（C）M47A/E360H アクチンと野生型の分離の様子 （D） （C）の拡大図。 
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図２－３ 昆虫細胞からのリコンビナントアクチンの精製 （A）陰イオン交換カ
ラムによる分離の様子 （B）（A）の拡大図 （C）各フラクションを SDS-PAGE に供
した結果（数字はフラクション番号を指す）。下線で示した 17、18、19 番目のフ
ラクションを混合し、その後の精製を行った。（D）各精製過程の SDS-PAGE 結果。
１：通常の細胞の whole cell lysate、２：リコンビナントアクチンを発現してい
る細胞の whole cell lysate、３：陰イオン交換カラムで分離する直前のサンプル、
４：最終精製物。（A）から（C）における矢頭は全て同じフラクション（アクチン
が最も濃い）を示している。 
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図２－４ リコンビナントミオシンＶおよびカルモジュリンの精製 （A）MMV-S1
の精製。１：Ni カラム精製後のサンプル、２：Q-sepharose 結合時のフロースル
ー、３：Q-sepharose 精製後のサンプル、４：Centriprep 濃縮時のフロースルー、
５：Centriprep 濃縮後のサンプル。（B）ミオシンＶ-HMM の精製。１：MMV-HMM を
発現した細胞の whole cell lysate、２：Ni カラム精製後、Q-sepharose 結合時の
フロースルー、３：Q-sepharose 精製後のサンプル、４：Centriprep 濃縮時のフ
ロースルー、５：Centriprep 濃縮後のサンプル。（C）Phenyl sepharose からのカ
ルモジュリンの溶出。１：2ml の elution buffer により溶出したフラクション。
２：さらに 2ml の elution buffer を加えて溶出したフラクション。 
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Sample
Condenser
M
T: 710-900 nm
Halogen lamp
Objective lens
CCD 1 CCD 2
EB-CCD
NdYag
532 nm
Laser trap
1064 nm
M
T: 400-900 nm
T: 500-560, 590-680,   
720-890, 1064 nm
R: 495, 575 nm
T: 400-900 nm
R: 495, 575 nm
T: 400-700 nm
R: 700, 1000 nm
T: 97%
R: 3%
QPD M
M
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２－５ ミオシンＶのステップ運動を観察する顕微鏡装置 緑線は蛍光観察用
光路、赤線は光ピンセット用光路、青線は明視野観察用光路を示している。T、R
はそれぞれ透過する波長と反射する波長、もしくは強度の割合を表している。QPD
は４分割フォトダイオード、CCD1、CCD2 はそれぞれ４分割フォトダイオード確認
用と全景確認用の CCD カメラを指す。EB-CCD は高感度 CCD カメラである。 
 - 62 - 
 
 
 
2010 年度 博士論文 久保田 寛顕
 
 
 
 
CCD
CCD I.I.
Image combiner
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DM
(532 nm)
DM
(IR)
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(400-530 nm)
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(560-620 nm)
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532 nm laser
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M with step motor
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Objective lens
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図２－６ アクチンに張力を加えつつミオシンＶ一分子の運動を観察する顕微鏡
装置 青線は位相差観察用光路、緑線は蛍光観察用光路。点線は光ピンセット用
光路を示している。DM はダイクロイックミラー、F はバンドパスフィルターで、
それぞれ透過する波長を記載している。また、QWP はλ/4 波長板、HWP はλ/2 波
長板、M はミラーを指す。 
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第３章 アミノ酸置換と酵素切断を用いた、ミオシンＶの
逐次運動における D-loop の役割の研究 
3-1) 概要 
アクチンーミオシン間相互作用についてさらなる知見を得るため、アクチン分
子内構造である D-loop の変異がミオシンⅡおよび V の運動特性がどのような影響
を与えるのか実験を行った。D-loop にはタンパク質分解酵素である subtilisin に
よる切断、M47A の点変異という二種類の変異を施した。in vitro motility assay
において、いずれの変異もミオシンⅡ上におけるアクチンフィラメントの滑り速
度を顕著に減少させた。これはフィラメントを運動させる、ミオシンⅡ多分子の
発生力が減少したことによるものである。しかし、ミオシンＶ上における滑り速
度は D-loop 変異によって上昇した。一方、ガラス面にアクチンを固定した場合に
おいては、ミオシンＶ一分子の運動速度は D-loop 変異によっては変化しなかった。
しかし、run length は顕著に減少した。これは共沈実験において D-loop 変異によ
りミオシンＶのアクチンに対する結合親和性が弱められたという結果とよく一致
する。In vitro motility assay においては多数のミオシンＶ分子が一本のアクチ
ンフィラメントに対して同時に作用し、それらが協調することなく互いに内部摩
擦として働き合うため、ミオシン一分子の速度に比べてアクチンフィラメントが
遅い速度で滑り運動するが、結合親和性を D-loop 変異によって弱められた場合、
この内部摩擦が軽減されたものと結論できる。本研究により D-loop はミオシンⅡ
の力発生とミオシンＶの逐次運動性を強く変調するものであり、それは両ミオシ
ンが ADP・Pi 状態にあるときのアクチンとの相互作用に影響するためであると考
えられる。 
 
3-2） 研究の背景 
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D-loop を有するアクチン分子の Subdomain 2 は、アクチンの重合の際大きく構
造変化する部位であり、アクチンフィラメント内では隣接するサブユニットの C
末端と相互作用することが知られている(Holmes et al., 1990; Lorenz et al., 
1993)。この領域はアクチンーミオシン間相互作用に重要であると考えられており、
ミオシンⅡの結合は subdomain 2 の構造変化を引き起こすことが知られているほ
か（Orlova and Egelman, 1995; Kim et al., 1996）、D-loop を酵素切断するとミ
オシンⅡ-S1 のアクチン活性化 ATPase が阻害されることや、ミオシンⅡ-HMM 上に
おける in vitro motility assay での速度が減少することがわかっている
（Schwyter et al., 1989, 1990）。 
しかし、ミオシンは 24 クラスも発見されている（Foth et al, 2006）にもかか
わらず、D-loop のアクチン-ミオシン間相互作用に対する寄与は長らくミオシンⅡ
によってのみしか調べられていない。全てのミオシンはアクチンフィラメントと
相互作用することで運動機能を獲得するが、細胞内では各ミオシンは異なる役割
をもつ。たとえば、ミオシンＶは細胞内輸送を行うところ、ミオシンⅡはこれと
異なり、主として筋収縮や収縮環の形成などといった役割を担う。また、アクチ
ン存在下における ATP 加水分解の律速段階がミオシンⅡにおいてはリン酸の解離
であるところ、ミオシンＶにおいては ADP の解離が律速であり、これによりミオ
シンＶは ATP 加水分解サイクル中の長い時間（90%以上）をアクチンと強く結合し
た状態でいることになる。加えて、キネシンと同様に(Uemura and Ishiwata, 2003)、
ミオシンＶのふたつの頭部は協同的にはたらき、内部負荷を介して生化学的なサ
イクルを協調させる(Purcell et al., 2005; Veigel et al., 2005; Oguchi et al., 
2008)。これらの特徴はミオシンＶがアクチンフィラメント上を連続的に歩行運動
することを可能にする（Sakamoto et al., 2000）。また、近年の研究によると、
D-loop 付近の領域における構造変化がミオシンＶの結合によって変化すると報告
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されている（Kozuka et al., 2006）。 
本研究では、D-loop がミオシンＶとの相互作用に寄与するかについて、また、
もし寄与するならどのように運動機能に影響するのかを調べるために D-loop 変異
アクチンを調製し、ミオシンⅡおよび V への変異の影響を分析した。D-loop には
１）ウサギ骨格筋アクチンの subtilisin 処理、２）Dictyostelium アクチンの部
位特異的点変異の２種類を施した（図３－１Ａ）。 
 
3-3） 実験結果 
3-3-1) アクチン精製の成否と subtilisin 切断箇所 
ウサギ骨格筋の野生型は subtilisin によって完全に切断され、SDS-PAGE によっ
て約 37kDa の断片が確認できた（図３－２Ａ）。これは切断後の C 末端側の断片で
あり、過去の文献の結果と一致する（Schwyter et al., 1989）。未切断のアクチ
ンは検出されなかった。 
subtilisin 処理により D-loop が切断されていることを確認するため、切断アミ
ノ酸シーケンシングと TOF マススペクトルにより切断箇所の分析を行った。37kDa
の断片が SDS-PAGE によって確認される一方、残りの 5kDa の N 末側の断片（具体
的には、4882.1 と 4596.1Da の分子量をもった断片）は TOF マススペクトルによっ
て検出された（図３－３Ａ）。これらは Swiss-Prot データバンクにあるウサギ骨
格筋アクチンの配列（P68135、ACTS_RABIT）に、Asp1 のアセチル化を考慮した場
合の 1-47 および 1-44 のアミノ酸配列の分子量に相当する。一方、アミノ酸シー
ケンシングによって得られた結果を表３－１および図３－３のＢからＤに記した。
Gly-Gln-Lys-Asp-Ser ではじまる長い断片（Fragment 1）が検出されたが、この配
列はウサギ骨格筋アクチンの Gly48 以降の配列と一致する。なお、Fragment 1 に
ついては C 末端まで全ての配列を確認したわけではなく、はじめの 10 残基を確認
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することにより C 末端側のものとした。また、45-47 番目の残基に相当する
Val-Gly-Met のトリペプチド（Fragment 2）が検出され、しかも処理時間を長くす
るにつれ Fragment 2 の割合が大きくなった。具体的には、１時間処理後の Fragment 
1 と 2 のモル比率は 3:1 であったが、５時間処理後は 10:9 となっていた。したが
って、TOF マススペクトルとアミノ酸シーケンシングの結果は subtilisin がまず
47-48 間を、続いて 44-45 間を切断することを示している。もし、順番が逆だとし
たら、1-47 に相当する 4882.1Da の断片は TOF マススペクトルで検出されていない
はずである。さらに、subtilisin 処理後、塩を加えて重合し、遠心して得られた
沈殿についても同様の分析を行ったところ、TOF マススペクトルによって二種類の
N 末端側の断片は検出されたものの、アミノ酸シーケンシングによって Fragment 2
（Val-Gly-Met）は検出されなかった。Sub アクチンによって形成される F アクチ
ンに Fragment 2 は含まれないということがわかる。 
本結果は、第一切断箇所は Met47 と Gly48 の間、第二の切断箇所は Met44 と Val45
の間であることを示している。これは、Kiessling らによって報告された過去の結
果、すなわち subtilisin がアクチンの Gly42-Val43 間と Met47-Gly48 間を切断す
るというもの(Kiessling et al., 1995)と、一方の切断箇所について異なる。し
かし、もし subtilisin が Gly42 と Val43 の間を切断するのであれば、TOF マスス
ペクトルによって 1-42 のペプチドに相当する約 4369Da の断片が検出されている
はずである。また、アミノ酸シーケンシングによって 43 から 47 番目の残基であ
る Val-Met-Val-Gly-Met の配列が検出されているはずである。Kiessling らはこの
ペンタペプチドを直接検出しておらず、また、アミノ酸シーケンシングによって
Val43以降の配列が読めなかったことから切断箇所が 42-43間であると結論してい
るが、本研究では直接 45 から 47 番目の配列に相当する Val-Gly-Met のトリペプ
チドを検出しており、こちらの方が第二の切断箇所として十分信頼できるもので
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ある。 
Dictyostelium アクチンを調製する際、E360H の変異を精製用のタグとして用い
た。二次元電気泳動によって E360H および M47A/E360H アクチンのいずれもがひと
つのスポットとして現れ、内在性の Dictyostelium 野生型アクチンから分離して
精製できたことを確認した（図３－２Ｂ）。なお、変異アクチンと野生型アクチン
を混合し、泳動するとスポットがふたつ現れたことからも、分離精製の成功が確
認できた。なお、以降の記述において、E360H アクチンと M47A/E360H アクチンの
性質を評価する際は、精製の出来、不出来を考慮し、それぞれ同時に精製した内
在性野生型アクチンと比較して行った。このため、同じ「野生型」といってもそ
れぞれ同時精製した別のものであることをここで記しておく。ただし、これらの
野生型の間には結果として性質の差はほとんど見られなかったため、M47A の作用
を知る上では、直接 E360H と M47A/E360H の結果を比較しても本質的には問題はな
いとも言える。 
 
3-3-2) ミオシンⅡ上におけるアクチンの滑り運動 
in vitro motility assay において、D-loop 変異はミオシンⅡ上における滑り
速度に顕著に影響した。その上、野生型ウサギアクチンの場合、ほとんどのフィ
ラメントが滑り運動したのに対し、sub アクチンでは多くのフィラメントが一時停
止を繰り返し、フィラメント自身の長さほども運動しなかったか、フィラメント
の一部分しか動いていなかった。ここで、5 秒間の観察の間に、たとえずっと動い
ているわけでなくとも、フィラメント全長が動いたものを“mobile”フィメント
と呼び、フィラメントの一部分しか動いていなかったフィラメントは、たとえそ
れが５秒間ずっとであろうとも”immobile”なフィラメントとして定義したとこ
ろ、画面上の全フィラメントに対する”mobile”フィラメントの割合は sub アク
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チンの場合 44%であり、野生型ウサギアクチンにおいては 87%であった。ま
た、”mobile”フィラメントのみ滑り速度を解析したところ、sub アクチンは野生
型に比べて顕著に遅かった（図３－１Ｂおよび表３－２）。 
M47A の効 果は subitilisin 切断と似 ていたが 、その程 度は若干 弱かっ
た。”mobile”フィラメントの割合は E360H アクチンで 76%、M47A/E360H アクチ
ンで 47%であり、滑り速度は約半分となった（図３－１Ｂおよび表３－２）。ちな
みに、”mobile”フィラメントの割合は野生型 Dictyostelium アクチンで 82%、
E360H アクチンで 76%となり、また、それらの滑り速度はほとんど同じであること
から、E360H の変異は運動性に特に影響を与えないものとみなせる。したがって、
M47A/E360Hアクチンの変異において見られた速度の減少は M47Aの変異によるもの
と考えられる。 
また、アクチンーミオシンⅡ間相互作用に対し、D-loop 変異がどのような効果
をもつのか、より直接的に調べるために、滑り力を測定した。結果、滑り速度
と”mobile”フィラメントの割合の減少はミオシンⅡ-HMM の発生する力が弱まっ
たことに起因することがわかった（表３－２）。 
 
3-3-3) ミオシンＶ上における in vitro motility assay の結果 
ミオシンＶにおける in vitro motility assay はミオシンⅡの場合とまったく
異なり、変異のあるなしにかかわらず、画面上の全てのアクチンが正常に運動し
ていた。ミオシンⅡの場合において観察された D-loop 変異による速度の減少は、
ミオシンＶによっては観察されなかった（図３－４Ａ）。むしろ、KCｌ濃度が上昇
するに従い、ミオシンＶ上におけるアクチンフィラメントの滑り速度は上昇する
ことが知られているが、25mM（ミオシンⅡでの実験と同じ濃度）から 200mM まで
上昇させていくに従い、D-loop 変異によって滑り速度が上昇することが明白とな
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った（図３－４Ａ、Ｂ）。 
 
3-3-4) ミオシンＶ一分子の運動の観察結果 
蛍光ビーズに結合させることによって(Uemura et al., 2004、Ali et al., 2002)、
固定したアクチン上におけるミオシンＶ一分子の運動を可視化することができた
（図３－５）。D-loop 変異は 30mM KCl 下では、ミオシンＶ一分子の速度を変化さ
せなかった（図３－６Ａ）。しかし、in vitro motility assay において、D-loop
変異の影響は高イオン強度下で顕著に現れてきたので（図３－４Ａ、Ｂ）、一分子
運動観察についても可能な限りイオン強度を高くして実験を行うことが望まれる
が、イオン強度が高すぎると（200mM KCl）、sub アクチンや M47A/E360H アクチン
上での歩行運動は観察することができなかったため、それぞれのアクチンで可能
な限り高いイオン強度（ウサギ骨格筋アクチンでは 100mM KCl、Dictyostelium ア
クチンでは 150mM KCl）で実験を行った。 
結果、in vitro motility assay で見られたような D-loop 変異による速度上昇
は一分子運動観察では見られなかった（図３－６Ａ、表３－２）が、D-loop 変異
はミオシンＶ結合ビーズとアクチンの結合頻度を大きく下げた（表３－２）。ここ
で、「結合頻度」は単位時間あたりにアクチンに結合し、十分「走った」と判別で
きるだけの run length（0.5μm）と duration（0.5s）を持つ運動を行ったミオシ
ンＶの数をアクチンの長さで除したものであり、見かけ上の結合頻度である。ま
た、過去の文献と同様（Sakamoto et al., 2000）、ミオシンＶ一分子の速度は多
分子系である in vitro motility assay におけるアクチンフィラメントの滑り速
度よりも早いという結果が得られた。これは、ミオシンⅡと異なりミオシンＶで
は頭部がアクチンと強結合する時間が長いため、多分子のミオシンＶが同時にア
クチンフィラメントに結合することにより互いの力発生が摩擦となり、ミオシン
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Ｖ一分子の速度よりもその滑り速度が遅くなったものと考えられる。 
低いイオン強度（30mM KCl）では、野生型の run length は長すぎて測定できな
かったが、高イオン強度では run length は減少するため、測定することができた
（図３－６Ａ、表３－２）。D-loop 変異は run length を劇的に減少させた。sub
アクチンでは野生型の４分の１、M47A/E360H の変異については野生型の３分の１
となった。一方、E360H 単独変異のものについてもいくらか run length は減少し
たが、それは小さい（20%にすぎない）ものであったため、D-loop 変異はミオシン
Ｖ分子の run length を減少させたと結論することができる。 
なお、ウサギ骨格筋の野生型アクチンについてはアクチンフィラメントの先端
まで走りきることによる run length の不正確な見積もりを防ぐため、長いフィラ
メント（10μm 以上）上の運動のみをデータとして集めたが、sub アクチンや、
Dictyostelium アクチンについては結合頻度があまりに小さい（Dictyostelium の
場合は 150mM KCl なので野生型においても小さい）ため、run length や速度の解
析のデータを十分得るために 10μm 以下のフィラメント上における運動もデータ
として回収した。しかし、これは D-loop 変異が run length を顕著に減少させた
という結論に影響しない。なぜならフィラメントの端まで走りきった運動は野生
型ウサギアクチンでは全体の 19%、sub アクチンで 20％に過ぎず、M47A/E360H ア
クチンでは 8%と、野生型 Dictyostelium アクチン（29%）のそれよりもむしろ少な
かったからである。E360H の変異についても野生型と同じ 18%であったので、run 
length の減少は、短いフィラメント（10μm 以下）における運動を集めたことに
起因するわけではないことが確実である。なお、D-loop の変異はフィラメント自
体の長さに影響していないことについてもここで明記しておく。 
 
3-3-5) 低密度で固定したミオシンＶ上におけるアクチンの滑り速度 
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D-loop 変異によって in vitro motility assay の速度が上昇する一方で、一分
子運動の速度は変化しなかったわけではあるが、この相違点を理解するために、
in vitro motility assay において低密度（52 分子/μm2）と高密度（417 分子/μm2）
の、ふたつの条件において、野生型ウサギアクチンの滑り運動を比較した。結果、
密度が低くなることにより速度がいくらか上昇した（図３－７）。密度が低すぎる
（52 分子/μm2 以下）と、アクチンフィラメントはガラス面から部分的に解離し、
なめらかに動かない場合も多く、正確に滑り速度を測定することが困難であった。
また、過去にアクチンの滑り速度はガラス面のミオシンＶの密度によらないとい
うことが報告されている(Mehta et al., 1999)。本研究においては高イオン強度
で速度の差が見やすくなったが、Mehta らの報告においては低イオン強度でのみ実
験がなされていることにより、速度の違いを検出するのが困難だったものと理解
することができる（図３－７）。 
 
3-3-6) Actin-activated ATPase 測定結果 
ミオシンＶの actin-activated ATPase に対する D-loop 変異の作用について、
リコンビナント MMV-HMM を用いて測定を行った（図３－８、表３－２）。MMV-HMM
単独での ATP 加水分解速度は頭部あたり 0.10 s-1（N = 4）であり、どのアクチン
によっても活性化が見られた。Km は subtilisin 処理および M47A/E360H の変異に
よって上昇したが、E360H の変異によってはほとんど変化が見られず、D-loop 変
異は Km を上昇させると言える。一方、Vmax は D-loop 変異によっていくらか減少し
た。しかし、一分子運動の速度が変化せず、in vitro motility assay ではむしろ
上昇していることから、あまりに大きい Km 値をもっているがために近似曲線がう
まくフィッティングできず、結果として Vmax を小さく見積もってしまっているもの
と思われる。いずれにせよ、Km の上昇が、D-loop が ATP 加水分解に与える本質的
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な影響であるものと考えられる。 
 
3-3-7) 共沈実験結果 
1mM ATPの存在下、40から 150mMの範囲の KCl濃度において、D-loop変異は MMV-S1
のアクチンに対する見かけ上の結合親和性を弱めた（図３－９Ａ、図３－１０、
表３－２）。コントロール実験として、ATP の代わりに 2mM ADP 存在下で実験した
ところ、MMV-S1 は変異のあるなしにかかわらず上清から検出されなかった（図３
－９Ｂ）。また、アクチンがない状態だとほとんど全ての MMV-S1(94%)が上清から
検出された。 
 
3-4) 考察 
3-4-1) 二種類の D-loop 修飾がアクチン分子の構造に与える影響 
本研究において、様々な実験、パラメータにおけるアクチン－ミオシン相互作
用に与える D-loop 変異の作用を調べた。D-loop の配列はアクチンクラス間におい
てよく保存されており、ウサギ骨格筋アクチンと Dictyostelium アクチンの間で
は、一残基（ウサギ骨格筋アクチンにおいて 41 番目の残基が Gln であるのに対し、
Dictyostelium アクチンでは Thr）を除いて全て同じである。加えて、前者の D-loop
の配列は Cytoplasmic アクチンと完全に一致している。したがって、subtilisin
切断と M47A の変異の効果は、それぞれ異なるクラスのアクチンを用いてはいるが、
直接比較できると考えられ、得られた結果は、細胞内で実際にミオシンＶが運動
する場である Cytoplasmic アクチンの性質についても言及できるものと言える。 
M47A の変異は、わずか一残基の置換であるため、D-loop の構造に対してさほど
大きな変化を与えないと考えられ、そのためミオシンとの相互作用についても大
きな影響を与えないように予想される。実際、表３－２にまとめた本結果を見る
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と、ミオシンⅡおよび V の運動特性に与える作用は、やはり M47A の変異よりも
subtilisin 処理の方が大きいことがわかる。一方、過去の報告において D-loop の
切断は、同じ分子内における別の部位の構造をアロステリックに変化させると言
われており（Kuznetsova et al., 1996）、sub アクチンにおける実験結果は D-loop
以外の構造を変化させたことによって得られたという可能性が示唆される。しか
し、そのようなアロステリックな効果の影響が強いとすれば、M47A 変異と酵素切
断の間ではいくらか異なった性質の変化が観察されると思われるものの、いずれ
の変異によっても運動特性への作用（アクチンの滑り速度の低下（ミオシンⅡ上）
と上昇（ミオシンＶ上）や、run length の減少など）はその強さを除いては全く
同じである。このため、本研究における実験結果については、ミオシンとの相互
作用に与える影響は基本的に D-loop の変化自体によって得られたものと考えられ
る。したがって、本実験結果から、D-loop 構造の変調の強さとミオシンの運動特
性に与える作用の強さの間には相関があると考えられる。 
 
3-4-2) ミオシンⅡが発生する力に対する D-loop 変異の作用 
D-loop 変異は in vitro motility assay においてミオシンⅡ上のアクチンフィ
ラメントの滑り速度を顕著に減少させた（図３－１Ｂ）。この結果は、アクチン存
在下でのミオシンⅡの ATPase 活性において Vmaxは subtilisin 処理によって変化し
なかったという過去の報告(Schwyter et al., 1989; Schwyter et al., 1990)と
一致しない。しかし、減少したのは速度だけではない。”mobile”フィラメント
の比率も同様に減少している。言い換えると、”immobile”フィラメントはミオ
シンⅡ多分子に結合しつつも運動しないものであり、これが増えている。もし
D-loop 変異が ATPase のパラメータ、特に Km にのみ影響を与えており、ミオシン
Ⅱの力発生自体に影響を与えていないのであれば、実験結果は相互作用するミオ
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シン分子数の減少によって生じる滑り速度の減少にとどまるものと考えら
れ、”immobile”なフィラメントは増えないはずである。しかし、現実に
は”immobile”なフィラメントが増えており、これは D-loop 変異アクチンに結合
するものの力発生することなく、滑り運動においては単なる摩擦としての働きの
みに終わってしまうミオシン分子の割合が増えたことを示唆している。この点に
ついては、Sub アクチンとミオシンⅡとの相互作用について調べた過去の報告
（Schwyter et al., 1990）においても同様の考察を行っている。しかし、その報
告では直接的に調べているわけではない。この仮説を検証するため、本研究にお
いては滑り運動の際、アクチンフィラメントを駆動する力（sliding force）がど
のように変化しているかについて、光ピンセットを用いて直接測定した。結果、
ミオシンⅡ多分子による駆動力が D-loop 変異によって弱められることが直接証明
された（表３－２）。 
 
3-4-3) ミオシンＶの運動性に対する D-loop 変異の作用 
ミオシンＶ一分子の運動の観察結果によると D-loop 変異は run length と結合
頻度の両方を顕著に減少させたが、運動速度には影響しなかった（図３－６Ａ、
表３－２）。これらの結果は loop2 の正電荷を弱めた MMV-HMM の変異体による実験
結果によく似ている(Hodges et al., 2007)。興味深いのは、in vitro motility 
assay において D-loop 変異はアクチンフィラメントの速度を上昇させる一方で、
変異のあるなしにかかわらずミオシンＶ一分子は一定の速度で運動したというこ
とである。この結果は一本のフィラメントに複数のミオシンＶが同時に相互作用
することによって生じる内部摩擦によって説明可能であると考える。ミオシンⅡ
の場合はアクチンフィラメントに対し連続的に力を与えるためには多数の分子が
互いに干渉しあわず協調して働くことが必要であるが、これはミオシンⅡ一分子
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がアクチンと強く結合している持続時間が ATP 加水分解サイクルの中で短いため
に可能である。これとは対照的に、ミオシンＶは ATP 加水分解サイクルの中でア
クチンと結合している時間が長いので、ミオシンＶの in vitro motility assay
においては協調していない分子同士が互いに摩擦として働き、アクチンフィラメ
ントの運動を遅くするのである。したがって、D-loop 変異アクチンにおける速度
の上昇は一本のフィラメントに同時に相互作用する分子の数の減少によるもので
あり、これは一分子運動観察における run length の減少と、アクチン活性化 ATPase
の測定における Km の上昇、共沈実験における結合親和性の減少などが D-loop 変異
によって引き起こされたことと一致している（図３－８、３－１０、表３－２）。 
低密度のミオシンＶ上における in vitro motility assay の結果はこの結論を
支持している。ミオシンＶの密度の減少するに伴う速度の上昇はせいぜい 20%であ
るが（図３－７）、sub アクチンは野生型アクチンに比べて 37%も速度が上昇して
いる（図３－４Ｂ）。したがって、D-loop 変異により観察された速度の上昇は、単
に野生型に比べて同時に結合するミオシン分子の数が減少したということだけで
は説明できない。その少数の、相互作用しているミオシンＶ分子一つひとつにつ
いても D-loop 変異が作用しているものと考えられる。すなわち、相互作用中のミ
オシンＶ分子についても D-loop 変異が結合親和性を弱くすることにより、内部摩
擦が軽減し、結果として相互作用している分子数の減少に起因する以上に速度が
上昇したものと考えられる。 
 
3-4-4) 化学-力学共役サイクルにおいて D-loop が寄与する state 
ミオシンＶの化学サイクルと力学サイクルの共役についてはかなり広く研究さ
れており、「hand-over-hand」様式に基づいたモデルが一般的に受け入れられてい
る(Rief et al., 2000; Yildiz et al., 2003)。これにより、運動性に変化が生
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じたとき、ATP 加水分解サイクルのどのような状態が影響を受けているのかについ
て、信頼性の高い考察をすることが可能である。「hand-over-hand」モデルによる
と、浮遊しているミオシンＶの頭部は ADP・Pi 状態でアクチンフィラメントに結
合する。D-loop に変異を与えたことにより、ADP・Pi 状態にあるミオシン頭部の
結合親和性が弱められた場合、これは ADP・Pi 状態にある前足の、ADP 状態への遷
移を遅くすることを意味する（ただし、この状態の滞在時間は短く、律速ではな
いので、１サイクルの時間にはほとんど影響しない）。これは、後足のみでアクチ
ンに結合している確率を上げ、結果としてアクチンからの解離を誘発するため、
運動速度を遅くすることなく run length を短くする。このように考えると本研究
で得られた結果をよく説明できる。また、D-loop 変異はミオシンⅡによる発生力
を弱めたが、ミオシンは ADP・Pi 状態に力を発生することが知られている(Dantzig 
et al., 1992)ため、D-loop はミオシンⅡおよび V のいずれについても ADP・Pi 状
態に影響すると考えることは妥当である。この結論は Volkmann らの実験結果によ
って支持される（Volkmann et al., 2005）。彼らはミオシンＶが ADP・Pi 状態に
あるとき、ミオシンＶの loop 2 が、D-loop を含むアクチンの Subdomain 2 と相互
作用することを報告している。同時に ADP 状態においては相互作用する可能性は
小さいとも報告している。 
しかし、D-loop が ADP 状態にあるミオシンとの相互作用に影響していることは
完全には否定できない。とうのも、「hand-over-hand」モデルにおいては、後足は
ADP 結合状態にあるか、もしくはヌクレオチドを結合していない状態である。ただ
し、今回の実験のように 1mM ATP 存在下においては、ATP はヌクレオチドが結合し
ていない頭部にすばやく結合する(De La Cruz et al., 1999)ため、D-loop の影響
を考える上で後者は除外しても差し支えないものと考えられる。もし D-loop 変異
が、ADP を結合した後足のアクチンからの解離を促進させるのであれば、前足が
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ADP・Pi 状態（アクチンとの弱結合状態）から ADP 状態（アクチンとの強結合状態）
に移行するのを待たずに後足が解離してしまい、run length は減少する。しかし、
D-loop の ADP 状態への関与は ADP・Pi のそれに比べて、可能性としては低いと考
えられる。なぜなら後足の ADP 解離はミオシンＶの歩行運動における律速段階で
あり(De La Cruz et al., 1999; Baker et al., 2004)、もし ADP 解離が影響を受
けたのであればミオシンＶの運動速度も影響を受けたはずであるからである。 
共沈実験の結果もこの結論を支持している。D-loop 変異アクチンの MMV-S1 に対
する結合親和性は、野生型と比較して ATP 存在下でのみ弱められ、ADP 状態では特
に変化が見られなかった（図３－９Ｂ）。D-loop 変異が ADP・Pi 状態にあるミオシ
ンＶの、アクチンとの結合親和性を弱めたことを示している。 
本研究の結果は、D-loop の構造変化がミオシンのクラスにかかわらず、その運
動性に影響することを示している。この実験結果は、D-loop の構造変化がミオシ
ンの運動性の変調に伴い、ミオシンの細胞内における機能を制御できることを意
味している。ミオシンＶはアクチンフィラメントに沿ってオルガネラを輸送する
が、どのようにその出発地点と目的地を認識するのかは不明である。本結果によ
ると D-loop は ADP・Pi 状態にあるミオシンとアクチンの相互作用に関与している
ことを示唆している。浮遊しているミオシン頭部が ADP・Pi 状態にあったときに
アクチンに着地することを考えると、この状態でのアクチンに対する結合親和性
は、前足がアクチンに強結合することに先立って後足がアクチンから解離するこ
とによって起こる歩行運動の終了を避けるために重要である。このため、D-loop
の構造変化はミオシンＶのアクチンとの結合親和性を変化させ、歩行運動の距離
を制御しうるものと考えられる。したがって、本結果は D-loop が、ミオシンＶに
よるオルガネラ輸送の局所的な制御に関与し（図３－１１）、ミオシンⅡの力発生
を制御する可能性を示唆している。D-loop を有するアクチンの Subdomain 2 は、
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様々な結合タンパク（ミオシン（Kim et al., 1996; Kozuka et al., 2006）、コ
フィリン(Muhlrad et al., 2004)など）の作用により劇的に構造変化しやすいこ
とが知られている。このため、D-loop は細胞内の局所的な環境状態によって変化
し、ミオシンの細胞内機能を制御しうるものと考えられる。 
 
3-5) 補足実験と結果 
以上の研究は Dictyostelium 細胞によって精製したアクチンによって得られた
ものであり、E360H を精製用タグとして用い、そこから M47A の性質について考察
したものである。しかし、D-loop と C 末端はアクチンフィラメント上で近接して
いることが知られており、D-loop の性質を調べるために E360H を用いるというの
は若干好ましくないとも言える。ふたつの変異が相互作用し合い、ミオシンの運
動性に対して影響したという可能性を否定するために、一度 Dictyotelium 細胞か
ら精製したアクチンで本研究をまとめた後、バキュロウイルス-昆虫細胞精製系を
用いて M47A単独変異の Dictyostelium アクチンを精製し、in vitro motility assay
を行った。結果、表３－３のようにミオシンⅡ上においては M47A 変異のみで速度
は半分程度となり、ミオシンＶ上においては 13%程度上昇したことから、
Dictyostelium 細胞から精製したアクチンによって得られた結果は M47A の変異に
よるものであることが確実となった。なお、バキュロウイルス-昆虫細胞発現系を
用いて E360H および M47A/E360H アクチンを精製したところ、E360H アクチンは野
生型と同程度の速度を示し、M47A/E360H アクチンは M47A 単独変異での結果と同じ
であったことも確認した（表３－３）。
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表３－１ subtilisin 処理アクチンのアミノ酸シーケンシング結果 
 without polymerization after 
polymerization 
 
residues 
1 h 
digestion 
5 h 
digestion 
1 h digestion 
fragment 1 48-375 75% 52% 100% 
fragment 2 45-47 25% 48% ND 
fragment 3 43-47 ND ND ND 
 
Subtilisin 処理時間に応じて検出された Fragment 1 と Fragment 2 のモル比。
Fragment 3 は重合あるなしにかかわらず検出されなかった。 
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表３－２ 各実験結果のまとめ 
dict wta myosin  skel wt sub-actin (E360H) (M47A/E360H) E360H M47A/E360H
proportion of “mobile” 
filaments 97% 44% 82% 79% 76% 47% 
gliding velocity 
(μm/s)a 
4.5 ± 
 0.50 
0.81 ± 
0.16 
3.7 ± 
0.39 3.4 ± 0.36 
3.3 ± 
0.40 1.7 ± 0.19 II 
sliding force (pN/μm)a 3.5 ±  1.0 
1.1 ± 
0.24 
2.1 ± 
0.54 2.3 ± 0.69 
2.7 ± 
1.0 1.3 ± 0.46 
gliding velocity 
(μm/s)a 
0.35 ±
0.03c
0.48 ± 
 0.04c 
0.42 ± 
 0.03c 0.44 ± 0.04
c 0.43 ± 0.04c 0.53 ± 0.03
c
single-molecule 
velocity (μm/s)a 
0.73 ±
0.18d
0.73 ± 
 0.13d 
0.80 
±0.18e 0.83 ± 0.22
e 0.81 ± 0.20e 0.86 ± 0.18
e
number of bead-actin 
attachment events 
(events/min per 10 μm 
of actin) 
3.2d 
(4.4f) 
0.20d 
(0.92f) 
0.41e 
(6.8f) 
0.53e 
(5.5f) 
0.30e 
(7.0f) 
0.10e 
(3.8f) 
run length (μm)b 2.5 ± 0.29d
0.65 ± 
 0.04d 
1.1 ± 
0.18e 1.1 ± 0.15
e 0.90 ± 0.05e 0.37 ± 0.01
e
Km (μM)b 
3.8 ± 
0.37g 46 ± 29
g 3.0 ± 
0.83g 3.6 ± 1.0
g 3.8 ±  1.1g 69 ± 51
g 
Vmax (s-1)b 
3.5 ± 
0.09g
2.1 ± 
0.85g
3.6 ± 
0.21g 3.7 ± 0.27
g 3.8 ±  0.29g 2.9 ± 1.5
g 
V 
proportion in pellet 86％ g 61％ g 90%g 81%g 81%g 62%g 
a mean ± standard deviation, b mean ± standard error, c at 200 mM KCl, d at 100 mM KCl, e 
at 150 mM KCl, f at 30 mM KCl, gat 40 mM KCl.  
 
ふたつの dict-wt はそれぞれ E360H アクチンおよび M47A/E360H アクチンと同時
精製したものである。 
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表３－３ バキュロウイルス-昆虫細胞発現系によって得られた結果 
gliding velocity (μm/s)  
myosin II Myosin V 
wild-type 3.3 ± 0.37 (n = 13) 0.23 ± 0.02 (n = 11) 
M47A 1.4 ± 0.19 (n = 10) 0.26 ± 0.02 (n = 12) 
E360H 3.3 ± 0.33 (n = 18) 0.23 ± 0.03 (n = 11) 
M47A/E360H 1.6 ± 0.26 (n = 20) 0.26 ± 0.02 (n = 12) 
mean ± standard deviation  
 
実験は KCｌ濃度 25mM の条件で行った。 
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図３－１ （A）実験に供したアクチン。各アクチンの立体構造は、βアクチン―
プロフィリン複合体（PDB コード：2BTF）からプロフィリンを除いたものであり、
RasTop を用いて変異箇所を強調した。Sub アクチンについては、表２および図３
－S5 にあるように、subtilisin によって取り除かれるトリペプチドを消してある。 
（B）ミオシンⅡ-HMM 上における in vitro motility assay の滑り速度。野生型と
変異アクチンの運動速度の分布をそれぞれ黒い柱と色つきの柱で示した。グラフ
上部の数値は平均値（μm/s）で示している。各分布は、”mobile”と判定した 40
から 42 本のフィラメントの測定結果を用いて作成した。 
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図３－２ タンパク質精製の確認結果 （A）Subtilisin 処理前後のウサギ骨格筋
アクチンの SDS-PAGE ゲル。（B）精製した Dictyostelium アクチンの二次元電気泳
動結果。一次元目の等電点電気泳動を行ったストリップゲルを SDS―PAGE に供す
ることにより二次元目を行った。一次元目の方向は水平方向の矢印で、二次元目
の方向を垂直方向の矢印で示している。分子量マーカーを細かく切ったろ紙に浸
し、二次元目の酸性側にロードした。野生型アクチンと変異アクチンだけでなく、
それらを混合した試料についても実験を行った（３段目のゲル）。混合試料から想
定される野生型アクチン、変異アクチンの位置をそれぞれ single arrowhead と
double arrowheads で示してある。 
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Substance P
(1347.7)
Insulin
(5733.6)
1-44
(4596.1)
1-47
(4882.1)
Molecular weight (Da)
Gly42
Val43
Met44
Val45
Gly46
Met47
Gly48Gly42
Val43
Met44
Val45
Gly46
Met47
Gly48
Val45
Gly46
Met47
Gly48
Gln49
Lys50
Asp51
Ser52
Fragment 1
Fragment 2 Fragment 3
Not detected
A B
Ｃ Ｄ
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３－３ subtilisin 切断により生じる骨格筋アクチンの断片 （A）subtilisin
処理アクチンの N 末断片の TOF マススペクトル。1347.7 と 5733.6Da のピークは分
子量マーカーである substance P とインスリンのものである。4596.1 と 4882.1Da
のピークは切断により得られた二種類の N 末断片であり、相当する残基の番号を
記してある。（B－D）ウサギ骨格筋アクチンの結晶構造（PDB コード：1ATN）を用
いて作成した D-loop 構造の拡大図。Fragment 1 と Fragment 2 はアミノ酸シーケ
ンサーで検出されたものであり、暗黄色により示してある。一方、過去の報告に
ある切断箇所（42-43 間）によると Fragment 3 が得られるはずであるものの、本
研究によっては検出されなかった。  
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図３－４ ミオシンＶ上における in vitro motility assay の滑り速度 （A）各
KCl 濃度における滑り速度の測定結果を示した。各分布内における数値は滑り速度
の平均値（μm/s）を示してある。各分布は 61 から 67 本のフィラメントの測定結
果を用いて作成した。（B）横軸を KCl 濃度、縦軸を（A）から得られた平均速度と
して作成したグラフ。野生型アクチンを黒い四角と実線で示し、変異アクチンを
色つきの四角と破線で示した。エラーバーは標準偏差を表す。また、各 KCl 濃度
における、（変異アクチンの速度）/（野生型アクチンの速度）の値をそれぞれの
プロットの近くに示した。 
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図３－５ 蛍光ビーズによって標識したミオシンＶ一分子運動の連続写真 30mM 
KCl における運動。スケールバーは 2μm。 
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図３－６ 一分子運動観察結果 （A）運動速度の分布。野生型アクチンと変異ア
クチンをそれぞれ黒い柱、色つきの柱で示してある。グラフ内の数値は平均速度
（μm/s）。各グラフを作成するために、30mM については 76 から 120 個の運動速度
を、100 または 150mM の KCl 濃度については 34 から 64 個の運動速度をそれぞれ用
いた。（B）run length の分布。柱の色は（A）と同じ。それぞれ一次指数近似式 p(x) 
= Aexp(-x/λ) （ただし、p(x)を距離 x 進むときの確率、A を定数、λをアクチ
ン固有の run length とした）によってフィッティングした（野生型アクチンは実
線、変異アクチンは破線）。グラフ内の数値は固有の run length（μm）である。 
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図３－７ 低密度条件における in vitro motility assay 結果 ウサギ骨格筋野生
型アクチンの滑り速度。高密度条件（１平方μm あたり 417 分子のミオシンＶ）を
黒い柱で、低密度条件（１平方μm あたり 52 分子のミオシンＶ）をグレーの柱で
表している。図中の数字は平均速度（μm/s）である。各分布は 32 から 55 本のフ
ィラメントの速度から作成した。 
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図３－８ Actin-activated ATPase 測定結果 1mM ATP および ATP 再生系存在下に
お け る 実験 結 果 。ミ オ シ ンＶ （ MMV-HMM） は 56nM で あ る。 各 プ ロッ ト を
Michaelis-Menten 式によりフィッティングした。黒い四角と実線は野生型アクチ
ン、色つきの四角と波線は変異アクチンを示している。 
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図３－９ 共沈実験における SDS-PAGE ゲル （A）1mM ATP および ATP 再生系存在
下における実験結果。「s」と「p」はそれぞれ上清と沈殿であり、複数の KCl 濃度
で実験したうちの、３つの条件（66、94、131mM）における実験結果を示している。
（B）2mM ADP 条件下、150mM KCl での結果。 
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図３－１０ 共沈実験におけるデンシトメトリーの結果 共沈した MMV-S1 の比率
を黒い四角（野生型アクチン）と色つきの四角（変異アクチン）で示した。40 か
ら 150mM の KCl 濃度で実験を行った。 
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図３－１１ 細胞内輸送モデル 灰色の球は、D-loop が ADP・Pi 状態にあるミオシ
ンＶとの結合親和性を強めている状態のアクチンサブユニット（high affinity 
D-loop）を示し、赤い球は、D-loop の構造変化によって結合親和性が弱められて
いる状態のアクチンサブユニット（low affinity D-loop）を表現している。ミオ
シンＶは high affinity D-loop 状態にあるアクチンサブユニットに結合しやすく、
また長い距離を歩行運動する。そして、Low affinity D-loop 領域まで運動すると、
ミオシンＶとアクチンの結合は弱くなり、解離しやすくなる。High affinity と
low affinity はアクチン結合タンパク質の結合によってスイッチすると想定する。
これにより、オルガネラ輸送の出発地と目的地が決定する。 
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第４章 アクチン制御タンパク質ドレブリンＥによるミ
オシンＶの化学-力学共役特性の変調効果 
 
4-1) 概要 
Growth cone のダイナミクスにおいて、アクチンフィラメントのネットワークの
形態変化は必須な役割を果たすことが知られているが、それらは様々な関連タン
パク質のはたらきにより制御されている。中でも我々はアクチン-ミオシンの相互
作用に着目し、ミオシンＶの運動性が、アクチン結合タンパク質であるドレブリ
ンＥの作用によりどのような影響を受けるかを in vitro で調べた。蛍光標識した
ミオシンＶ一分子はドレブリンＥ未結合のアクチンフィラメントと比較して、ド
レブリン結合アクチンフィラメントに低頻度で着地したが、結合したミオシンＶ
は正常な速度で運動した。しかし run length は短かった。また、光ピンセットに
よって捕捉した状態でミオシンＶの運動を観察することにより、ドレブリンＥ結
合アクチンフィラメント上ではミオシンＶの負荷感受性が高くなることがわかっ
た。これらの結果は、ドレブリンＥの作用は、ADP・Pi 状態にあるミオシンＶの前
足のアクチンフィラメントへの結合を遅れさせることにあり、後足からの ADP 解
離（ミオシンＶの ATPase の律速段階）の速度は変化させないことで理解できる。
本研究はドレブリンＥがミオシンＶのアクチンへの結合と運動性のみならず、ア
クチン上におけるミオシンＶの、化学・力学共役（Chemo-mechanical coupling）
特性の力学的感受性を変調することによって、間接的に growth cone の運動を変
化させうることを示唆している。 
 
4-2） 研究の背景 
神経回路は多数の神経細胞が複雑に絡み合って形成されている。脳の発達段階に
おいて、growth cone のダイナミクスは正しく神経回路が形成されるために重要で
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ある。ミオシンＶは細胞内では二量体として存在するミオシン分子モーターであ
り、二つの足を交互に前方、すなわちアクチンフィラメントの B 端側にスイング
させることによって一分子で歩行運動する（Walker et al., 2000; Shiroguchi and 
Kinosita, 2007）。ミオシンＶは神経回路の形成段階で発現する（Azevedo et al., 
2004）ことが知られている。このミオシンの働きは細胞内物質輸送にあると言わ
れているが、最近の報告（Tamada et al., 2010）によれば、growth cone を構成
する filopodia の動きにおいても重要な役割をもつとされている。すなわち、
growth cone 内のミオシンＶ（Wang et al., 1996; Evans et al., 1997）のうち、
filopodia の根元付近に局在するミオシンＶが、アクチンフィラメント上における
左回りの運動（Ali et al., 2002）によって相対的にアクチンフィラメントを回
転させ、結果として filopodia の右巻きの回転を引き起こし、進行方向の制御を
行っているのではないかというのである。growth cone の運動の制御は主としてア
クチンのトレッドミルにより行われることが知られているが、運動制御を考える
上ではミオシンの寄与も考慮する必要があるだろう。 
ドレブリンはアクチン結合タンパク質の一種であり、脳におけるアクチンフィラ
メントのネットワーク形成を制御することが知られている(Ishikawa and Kohama, 
2007; Ishikawa et al., 1994)。ドレブリンはひとつの遺伝子から、alternative 
splicing が行われ A と E の二種類のアイソフォームが発現する（Kojima et al., 
1988）。このうち、ドレブリンＡはシナプス可塑性(PSD)に重要であり、スパイン
形成に必須と考えられている（Hayashi and Shirao, 1999）。一方で、ドレブリン
Ｅは移動性神経芽細胞において発現する（Song et al., 2008）など、それぞれ固
有のはたらきをもつと推測されている。実際、ドレブリンＡの代わりにドレブリ
ンＥを発現するマウスは context-dependent な恐怖の学習能力に障害を持つ
（Kojima et al., 2010）ことからも、alternative splicing が神経の機能に重要
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であることが示されている。 
これら二種類のアイソフォームのうち、growth cone の成長段階ではドレブリン
Ｅは filopodia の根元付近に局在し、突起伸長に必須である（Mizui et al., 2009）
ことが報告されている。また、ミオシンＶ-アクチン間相互作用がドレブリンＡの
アクチンへの結合によって弱められることが、多分子計測によって見出されてい
る（Ishikawa et al., 2007）。このことから、growth cone の突起伸長時にドレブ
リンＥの結合によって、共局在するミオシンＶが制御を受けることが考えられる。
すなわち、filopodia の回転運動（Tamada et al., 2010）がミオシンＶを介し、
ドレブリンＥによっても制御される可能性がある。ここでは、アクチンフィラメ
ントへのドレブリンＥの結合がミオシンＶの運動活性にどのような影響を与える
のかを、主として１分子運動解析によって調べた。 
 
4-3） 実験結果 
4-3-1) 共沈実験結果 
ドレブリンＥの分子量は 77kDa であるものの、SDS-PAGE のバンドはミオシンＶ
－HMM（127kDa）の上方に現れた（図４－１Ａ）。これは過去の報告（Ishikawa et 
al., 1994）の、SDS-PAGE ゲル中でのドレブリンＥの見かけの分子量は大体 130 か
ら 140kDa になるという結果と一致している。ミオシンＶとドレブリンＥのバンド
は接近していたが、6％のポリアクリルアミドゲルを用いてはっきりと識別するこ
とができた。共沈実験は、ふたつの溶液条件（1mM ATP と 2mM ADP）において行っ
た。1mM ATP 存在下では、アクチンと共沈するミオシンＶの比率はドレブリンＥの
濃度とともに減少する一方、2mM ADP では、ATP 条件下で実験した際の最大濃度の
ドレブリンＥが存在しても、ミオシンＶはすべて共沈した。 
また、相互作用するドレブリンＥとアクチンサブユニットのモル比を見積もる
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ため、我々はペレット中のドレブリンＥの比率を見積もった。一方、この比率が
１個のド レブリン Ｅに対し てサブユ ニット５ 個である と報告さ れてい る
（Ishikawa et al., 1994）。この１：５のモル比を仮定した理論曲線（図４－１
Ｂ、破線）、加えて対照として１：２の理論曲線（図４－１Ｂ、点線）と比べてみ
ると、ドレブリンＥは、５個以上のサブユニットに対して１個結合するように見
える。当然、CBB 染色を用いたデンシトメトリーの精度の問題があるが、少なくと
も今回に関しては、１：５のモル比は確からしいと考えられる。 
 
4-3-2) ドレブリンＥ存在下におけるミオシンＶ一分子の運動観察結果 
ドレブリンＥはミオシンＶの運動機能に対し、顕著に影響を与えた。ドレブリ
ンＥは run length と結合頻度を減少させる一方で、運動速度には影響しなかった
（ドレブリンＥの濃度と無関係に約 0.70μm/s、図４－２、ＢからＦ）。本実験で
は４種類のドレブリンＥ濃度（0、10、50、100nM）を試したが、その効果は 10nM
のドレブリンで飽和しているように見える。この濃度は共沈実験においてはっき
りとした効果を観察するために必要な濃度よりもかなり低いものであった。この
不整合性を解決するものとして、共沈実験におけるアクチン濃度（2.2μM）は一
分子観察に用いた濃度よりもかなり高いものであったというのがひとつの説明で
ある。また、一分子観察においてフローセルに投入したアクチンがすべてガラス
面に固定されたとしても、濃度としては高々23.4nM であり、ドレブリンＥの解離
定数が 10nM より十分低いとするならば、アクチン内の結合サイトをドレブリンＥ
で埋めるために、一分子観察実験では 10nM で十分だったということが示唆される。
しかし共沈実験によれば、100mM NaCl、20mM Tris-HCl(pH7.6)という条件でドレ
ブリンＥの解離定数は 120nM であると報告されている（Ishikawa et al., 1994）。
この不整合性は溶液条件の違い（一分子アッセイでは KCl 濃度は低く、MgCl2、EGTA、
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ファロイジンなどが含まれている）か、もしくは実験条件の違い（一分子アッセ
イではアクチンフィラメントはガラス面上に固定されている）によるものである
可能性がある。 
加えて、ミオシンＶの運動がドレブリンＥに結合していない領域だけで生じた
ものではないことを直接証明するために、我々はドレブリンＥを TMR によって染
色し（TMR ドレブリン）、それを結合したアクチンフィラメント上におけるミオシ
ンＶの運動を観察した（図４－３Ａ）。なお、TMR ドレブリンは、ドレブリンＥを
10 倍超過濃度の TMR-maleimide と混合して 2 時間室温（23℃）でインキュベート
し、未結合の色素を 20mM Tris-HCl(pH7.5)と 100mM KCl 下の透析で除くことによ
り調製した（TMR のラベル率を分光法で測定したところ、約 1.0 であった）。ミオ
シンＶ一分子の運動観察は高々10nM の TMR ドレブリンの存在下で行ったものの、
ミオシンＶへの影響は十分に見られ、顕微鏡の分解能の範囲においてアクチンフ
ィラメントには TMR ドレブリンが一様に結合しているように見えた。10nM 以上の
濃度の TMR ドレブリンを用いると、背景光が強くなりすぎ、個々のフィラメント
を識別することができなかった。TMR ドレブリンを結合したアクチンフィラメント
上での速度と run length は、それぞれ 0.62±0.01μm/s と 0.51±0.06μm となり
（図４－３Ｂ）、未染色のドレブリンＥの結果と同様であったため、蛍光標識はド
レブリン機能を損なうわけではないといえる。すなわち、ミオシンＶはドレブリ
ンに一様に占有された場所を運動するものと考えられる。 
 
4-3-3) ミオシンＶのステップ運動におけるドレブリンＥの作用 
一分子運動観察から、ミオシンＶの運動性に影響を与えるためには 10nM のドレ
ブリンで十分であることがわかったので、光ピンセットを用いた実験では 50nM と
いう単一の条件で実験を行った。ミオシンＶはドレブリンＥ結合アクチンフィラ
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メント上を、未結合のフィラメント上と同じように階段状に運動した（図４－４
Ａ、Ｂ）。それぞれのステップを解析したところ、平均のステップサイズは未結合
のアクチンフィラメント上で 29nm、ドレブリンＥ結合フィラメント上で 30nm とな
り、有意な違いが見られなかった（図４－４Ｃ）。各ステップサイズは過去に報告
されている 36nm よりも小さいが（Mehta et al., 1999; Uemura et al., 2004）、
高負荷（>1pN）における計測結果の影響だと考えられる。 
一方、ドレブリンＥの作用は、stall force と dwell time の負荷依存性に現れ
た。平均の stall force は未結合のアクチンにおいて 2.2pN であるのに対し、ド
レブリンＥを結合したフィラメントでは 1.7pN であった（図４－４Ｄ）。また、ド
レブリンＥ結合フィラメント上での dwell time は未結合フィラメントに比べて負
荷依存性が大きかった（図４－４Ｅ）。 
 
4-4) 考察 
ドレブリンＥの結合がミオシンＶの run length と結合頻度を減少させ、歩行速
度を変化させなかったという結果（図４－２）は、第三章で報告した D-loop 変異
アクチンの結果とよく似ている。D-loop 変異においては、ミオシンＶが ADP・Pi
状態にあるときの、アクチンフィラメントへの結合親和性が弱められるというこ
とに起因すると解釈された。この理屈はミオシンＶの運動性に対するドレブリン
Ｅの作用を考える上でも適用できる。すなわち、「hand-over-hand」様式において
は、ミオシンＶの前足は ADP・Pi 状態でアクチンフィラメントに着地するため、
結合親和性が弱められると、前足の結合が遅くなるか、結合しても構造変化する
前に解離する可能性が高くなる。したがって前足の着地よりも先に後足が解離し
てしまう確率が上がる。その結果として run length が短くなる。また、最初にミ
オシンＶがアクチンフィラメントに着地する際は両足が ADP・Pi 状態であるため、
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結合親和性が弱められると、ミオシンＶがアクチンに着地する確率が低下する。
いずれのケースも一分子運動観察によって得られた結果（run length と結合頻度
の減少）を良く理解できる。ただし、１分子実験によって観察された結合頻度は
見かけ上のものに過ぎず、run length が極端に短い運動（125nm 未満）は除かれ
ており、正確な着地回数に加えて run length の影響をも受けたパラメータではあ
るが、いずれにせよ ADP・Pi 状態への作用を支持するものである。 
しかし、この「結合親和性の減少」という説明は、ドレブリンＥがアクチンフ
ィラメントの全てのサブユニットに影響しているとすれば妥当であるが、その可
能性は低い。なぜなら、過去の報告にあるように、ドレブリンＥはアクチンサブ
ユニットに対して１：５の割合（ドレブリンＥ：アクチンサブユニット）で結合
するため（Ishikawa et al., 2004）、たとえドレブリンＥが飽和したとしても全
てのサブユニットが、一様に作用を受けているとは考えにくいからである。 
し か し 、 電 子 顕 微 鏡 、 化 学 的 架 橋 お よ び 部 位 特 異 的 変 異 を 用 い た 研 究
（Grintsevich, et al., 2010）によると、D-loop 変異（第三章）と同様の作用（ミ
オシンＶの前足の結合の阻害）をドレブリンＥの結合によってもなしうることが
示唆される。その報告では、ドレブリンＡ（アクチン結合サイトに関しては本研
究で用いたドレブリンＥとまったく同じアミノ酸配列を持っている（Hayashi et 
al., 1999））のアクチン結合ドメインによって構成される断片は、アクチンの
E99/E100 サイトと D-loop に結合することが示されている。E99/E100 サイトはミ
オシンⅡの弱結合サイトとして知られており（Rayment et al., 1993; Johara, et 
al., 1993）、また、D-loop は我々の過去の研究から ADP・Pi 状態のミオシンＶと
相互作用することが示されている（第３章）。E99/E100 サイトは直接アクチン－ミ
オシンＶ間相互作用に関わることは示されていないが、ミオシンⅡとＶではアク
チンに結合する構造の多くを共有している（Higashi-Fujime, 2009）ことからも、
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E99/E100 サイトが ADP・Pi 状態のミオシンＶと相互作用する可能性は高い。結論
として、ドレブリンＥがアクチンフィラメントを構成する全てのサブユニットに
作用し、結合親和性を減少させるとは考えにくいが、ドレブリンの結合によって
ADP・Pi 状態にあるミオシンＶの結合部位が覆われることにより、前足が結合でき
るサブユニットの数が減り、結果として着地までの時間が長くなるという D-loop
変異と同等の作用を果たすということが考えられる。 
ミオシンＶのステップサイズは厳密に決まっておらず、いくらか可変であり、結
合しやすいサブユニットに結合しうることを考えると、ミオシンＶがドレブリン
の影響を受けない（あるいは、受けにくい）サブユニットを優先して選んで歩く
とも推測できる。ステップサイズの分布がドレブリンの有無によってはほとんど
変化していない（図４－４Ｃ）ものの、この分布は、解離頭部が次に結合するサ
ブユニットを探す動きの違いを示すほどの情報性はない。ドレブリンＥがミオシ
ンＶの結合できるサブユニットの数を減らすことにより、結合親和性減少と同様
の作用を与えるという可能性を否定するものではない。 
さらに、ミオシンＶのステップ運動において現れた効果は、ドレブリンＥがアク
チン-ミオシンＶ間の相互作用にどのような作用をもたらすかについて、さらなる
情報を与えている。stall force はドレブリンＥによって弱められた(図４－４Ｄ)
が、この結果が意味するところは、run length の減少と同様、前足の着地が遅れ
るため、後足が先立って（ADP の解離に伴って）ATP を結合するためにアクチンか
ら解離してしまい、stall force の減少に結びついたというものであろう。加えて、
dwell time は、ドレブリンＥを結合したアクチン上ではより負荷依存的であった
(図４－４Ｅ)。この結果は「単頭結合中間状態」として知られる（Dunn and Spudich, 
2007; Shiroguchi and Kinosita, 2007）、ミオシンＶが後足のみでアクチンフィ
ラメントに結合している状態が長くなってしまったためであると説明できる。な
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ぜなら、この状態は双頭で結合している状態に比べ、ADP 解離の負荷感受性が高い
からである（Clemen et al., 2005）。過去の研究においても、ミオシンＶ－S1 か
らの ADP 解離の速度定数が、歩行運動における進行方向の逆向きである、アクチ
ンの P 端に向けて負荷をかけた場合劇的に減少していることが示されている
（Oguchi et al., 2008, 2010）。 
したがって、光ピンセットによる実験結果は次のようにまとめられる。P 端側へ
の負荷によってミオシンＶの結合頭部からの ADP の解離が遅くなるとともに、ド
レブリンＥ存在下ではさらに、ADP・Pi 状態にある解離頭部のアクチンへの結合能
が低下する。このため、単頭結合中間状態における dwell time が負荷によってい
っそう長くなる。しかし結局は、その長くなった dwell time の間に、結合頭部か
ら ADP が解離し、アクチンからの解離をうながす ATP が結合することによって、
stall force は小さくなると考えられる。 
この説明は共沈実験においても支持される。すなわち、ATP 存在下ではミオシン
Ｖのアクチンに対する結合能がドレブリンＥによって弱められたが、ADP 存在下で
の結合能には変化は見られなかった(図４－１Ａ、Ｂ)。この共沈実験から、ATP 存
在下で結合能が弱められるのは ADP 状態以外のヌクレオチド状態に影響するため
であると考えられ、一分子運動観察の結果と一致している。一方過去の、ドレブ
リンＡの結合によって actin-activated ATPase 活性が減少したにもかかわらず、
アクチンフィラメントの滑り運動速度に変化がなかったという一見互いに矛盾し
ているように見える結果（Ishikawa et al., 2007）も、今回のドレブリンＥの結
果から説明可能である。すなわち、ドレブリンＡはミオシンＶの力発生に作用す
るものではなく、律速過程に関係のないミオシンＶ（ADP・Pi）状態のアクチンへ
の結合能を弱めるものであるため、アクチンフィラメントの運動速度はドレブリ
ンＡによって変化しなかったと説明することができる。 
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以前得られていた、ドレブリンＡがミオシンＶとアクチンとの相互作用を弱め
るという結論（Ishikawa et al., 2007）は、あくまでもミオシンＶが多分子で働
く集団としての平均的な性質によるものであった。しかし本研究では一分子解析
手法を用いたことにより、ミオシンＶの化学-力学共役サイクルにおけるドレブリ
ンＥの作用する state(ADP・Pi 状態)を特定することができた。この state へのド
レブリンＥの作用は、図４－１と４－２で示したように、ミオシンＶのアクチン
への結合能を弱め、相互作用時間を変調することにある。したがって、ドレブリ
ンＥの結合は他の結合タンパク質（Ishikawa et al., 1994）と同様、ミオシンＶ
の結合・解離に作用するが、ミオシンＶの場合にはそれだけでなく負荷感受性を
高めるように作用する（図４－４Ｄ、Ｅ）。Growth cone の形状変化はアクチンフ
ィラメントのネットワークと密接に関連することに加え、growth cone 内ではアク
チンフィラメントは様々な架橋タンパク質と結合しているため（Ishikawa and 
Kohama, 2007）、ミオシンＶが力を発生する際には様々な負荷や外力を受けること
が考えられる。したがって、ドレブリンＥの結合をスイッチとし、ミオシンＶの
力学的感受性の変調が突起伸長に影響する可能性がある。そして、ドレブリン－
アクチン間の相互作用には未だ不明な点も多い。ドレブリンがアクチンサブユニ
ットに対して広範囲に渡りステリック、もしくはアロステリックに作用している
かどうかは、これから解き明かしていくべき重要な課題である。 
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図４－１ 共沈実験結果 （A）ドレブリンＥ濃度に対するミオシンＶの見かけ上
の結合親和性を表す SDS－PAGE ゲル。アクチンは 2.2μM、ミオシンＶ（MMV-HMM）
は 0.27μM である。Single arrowhead はドレブリンＥ、Double arrowheads はミ
オシンＶを示している。ふたつの条件（1mM ATP と 2mM ADP）において実験を行い、
染色は CBB により施した。（B）デンシトメトリーによって見積もられたペレット
（P）中に含まれるタンパク質の比率。白い四角と白い丸はそれぞれ 1mM ATP 条件
下のミオシンＶとドレブリンＥを示しており、黒い四角と黒い丸はそれぞれ 2mM 
ADP 条件下のミオシンＶとドレブリンＥを示している。破線および点線はアクチン
に対するミオシンＶとドレブリンＥの結合比αを仮定した場合の、ペレットに含
まれるドレブリンＥの比率の理論曲線[A]0/α[E]（[A]0、[E]はそれぞれアクチン
とドレブリンＥの濃度）である。ただし、破線はアクチンサブユニット５個に対
して１個のドレブリンＥの結合比を仮定した場合（α = 5）、点線は２個のアクチ
ンサブユニットに対して１個のドレブリンＥ（α = 2）を仮定したものである。 
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図４－２ 一分子運動観察結果 （A）ドレブリンＥ未結合（上）のフィラメント、
およびドレブリンＥ結合アクチンフィラメント（下）上におけるミオシンＶの逐
次運動のカイモグラフ。距離および時間のスケールバーはそれぞれ 2μm と 2 秒で
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ある。これらの図を得る上で直線的に固定されたアクチンフィラメントを選んだ。
ドレブリンＥ結合フィラメントの実験においては、100nM ドレブリンＥ存在下で
アクチンフィラメントを decorate している。（B）様々なドレブリンＥ濃度におけ
る運動速度の分布。各分布の平均値はガウス分布式により求めた。（C）様々なド
レブリンＥ濃度における run length の分布。一次指数関数式 p(x) = Aexp(-x/λ)
で近似することにより、固有の run length（λ）を求めた。ここで p(x)は距離 x
を走る確率であり、A は定数である。（D）Fig. 2B から得られた、運動速度のドレ
ブリンＥ濃度依存性。（E）Ｃから得られた run length のドレブリンＥ濃度依存性。
（F）結合頻度のドレブリンＥ濃度依存性。結合頻度は、十分な run length（125nm
以上）と duration（0.165 秒以上）をもって運動したミオシンＶの個数を、時間
とアクチンフィラメントの長さで除することによって定義した。結合頻度の平均
値はそれぞれ３本から８本の異なったアクチンフィラメントにおけるデータから
得た。エラーバーはＤとＥにおいては標準誤差（S.E.）、Ｆにおいては標準偏差
（S.D.）である。 
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図４－３ ドレブリンを結合したアクチンフィラメント上におけるミオシンＶの
逐次前進運動 （A）10nM の TMR ドレブリン（赤）によって decorate したアクチ
ンフィラメント上における、ミオシンＶ（緑）の運動の時間経過で 0.2 秒間隔の
連続写真。スケールバーは 1μm。（B）TMR ドレブリンを結合したアクチン上にお
ける速度と run length の分布。図４－２ＢとＣのように、速度と run length の
分布はそれぞれガウス分布と一次指数関数により近似した。 
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図４－４ 光ピンセットを用いたステップ運動観察結果 （A、B）負荷をかけた状
態でのドレブリンＥ未結合（A）およびドレブリンＥ結合（B）アクチンフィラメ
ント上におけるミオシンＶのステップ運動の典型的なトレース。グレーの線は
1kHz のサンプリングレートで記録した変位であり、これをカットオフ周波数 20Hz
の low-pass filter によって高周波成分を取り除いたものが黒線である。この実
験においては、アクチンフィラメントは 50nM のドレブリンＥで decorate した。（C）
1pN 以上の負荷存在下において得られたステップサイズの分布。黒四角と実線は未
結合アクチンを示し、白四角と破線はドレブリンＥ結合アクチンを示している。
各分布をガウス分布により近似することで 29nm（ドレブリンＥ未結合）と 30nm（ド
レブリンＥ結合）の平均ステップサイズと広がりを得た。（D）stall force の分布。
黒四角と実線はドレブリンＥ未結合のアクチンを、白四角と破線はドレブリンＥ
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結合アクチンのものを示している。ガウス分布により近似して求められた平均の
stall force はドレブリンＥ未結合アクチンで 2.2pN (N = 96)、ドレブリンＥ結
合アクチンで 1.7pN (N = 84)であった。t 検定により、これらの分布について有
意な差が認められた（P<0.001）。（E）dwell time の負荷依存性。各分布は一次指
数関数 τ = τ0·exp(f·dD/kB·T)により近似した。ここで τ は dwell time（s）、f
は加えた負荷（pN)、τ0 と dD は定数を示す。得られた τ0 は 0.078（ドレブリンＥ
未結合アクチン）と 0.077（ドレブリンＥ結合アクチン）、dD/kB·T は 0.92（ドレブ
リンＥ未結合アクチン）と 1.45（ドレブリンＥ結合アクチン）であった。これら
の分布を作成するために得た dwell time のデータ数は 110（ドレブリンＥ未結合
アクチン）と 178（ドレブリンＥ結合 E アクチン）であった。エラーバーは負荷に
ついては標準偏差（S.D.）を、dwell time については平均標準誤差（S.E.M.）を
示している。 
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第５章 張力を加えたアクチンフィラメント上におけるミ
オシンＶ一分子の運動 
 
5-1) 序文 
近年、細胞内においてアクチンフィラメントが能動的に、そのネットワーク上
におけるミオシン分子モーターの運動を制御することについて研究が行われてい
る。しかし、どのように個々のミオシンを制御するかという局所的な制御機構に
ついては不明瞭である。そこで、in vitro において、光ピンセットを用いて一本
のアクチンフィラメントに張力を加えることにより構造変化を引き起こしたとい
う下澤らの研究報告(Shimozawa and Ishiwata, 2009)に着目した。この性質はア
クチンがミオシンを能動的に制御するという議論に関連がある可能性がある。な
ぜなら、細胞内においてアクチンフィラメントはさまざまな外力に晒されており、
それによって構造変化をし、結果的にミオシンの活性を変調しうることも考えら
れるからである。張力をアクチンフィラメントに加えることがミオシン、中でも
細胞内輸送の役割をもつミオシンＶの運動に影響があるのかどうかを探るため、
neutroavidin を吸着させたポリスチレンビーズをアクチンフィラメントの両端に
結合させ、これを光ピンセットで捕捉することにより張力を加え、その上を運動
するミオシンＶの様子を観察した。本実験系では、光ピンセットのバネ定数とビ
ーズの変位から張力を見積もり、ミオシンＶに量子ドットを結合させることによ
り、その運動を蛍光イメージングした。結果、ミオシンＶは約 10～15pN の張力存
在下では正常に運動し、この程度の張力に対しては安定的に運動できることがわ
かった。 
 
5-2） 研究の背景 
今日まで、ミオシンＶの運動性に関する研究においては、アクチンフィラメン
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トは単なる「足場」に過ぎないとされているが、古くから研究が行われているミ
オシンⅡについてはアクチンが能動的にミオシンの運動を制御しうるという考え
方がある。第３章の D-loop 変異アクチンを用いた研究では、点変異を加えた場合
に比べ、loop 構造の切断はミオシンＶの運動性に強い影響を与えたことから、
D-loop がミオシンＶの結合サイトを有すると同時に、その構造変化の度合いがミ
オシンＶの運動性を可変に変調しうると考えられた。 
また、下澤らは、アクチンフィラメントの両端に結合したポリスチレンビーズ
を光ピンセットで捕捉し、両端に負荷を加えて引き伸ばす一方、マレイミド基を
介し Cys374 に結合させた TMR の蛍光強度の変化からアクチンフィラメントの構造
変化を観察することを試みたところ、張力 10pN あたり 6%程度の蛍光強度の減少が
見られた。この結果は張力がアクチンフィラメントの構造変化を引き起こすこと
を示すと同時に、張力を介したアクチンフィラメントによるミオシンＶの運動の
制御を示唆している。というのも、アクチンフィラメントの構造モデルにおいて、
D-loop と隣接するアクチンサブユニットの C 末端付近は相互作用しており、フィ
ラメント構造を形成するにあたって重要であることが報告されているからである。
また、生化学実験によっても D-loop と C 末端付近の構造変化は共役していると報
告されている。これらの結果から、下澤らの得た結果は、アクチンフィラメント
に加えた張力は C 末端だけでなく、D-loop の構造変化も誘発していることも示唆
し、D-loop がミオシンＶの運動性に影響することと合わせると、張力によりミオ
シンＶの運動を変調することが可能であると考えられる。 
 
5-3) 結果と結論 
5-3-1) 加えた張力とミオシンＶ一分子の運動の同時観察 
アクチンフィラメントの両端に結合したビーズを位相差像で観察する（図５－
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１Ｃ）一方、ミオシンＶの運動を、C 末端の myc-tag を介して結合した量子ドット
により蛍光観察した（図５－１Ｄ）。画面下側のビーズ（張力付加用ビーズ）を捕
捉する光ピンセットの捕捉中心を定位置に固定したまま、画面下側（計測用ビー
ズ）のビーズを捕捉している光ピンセットの捕捉中心を下方に移動すると、アク
チンフィラメントを介してつながっているため上方のビーズも下方に移動する
（図５－２Ａ）。この際、上方の捕捉中心からのビーズの変位と光ピンセットのバ
ネ定数の積はすなわちアクチンフィラメントにかかる負荷となる（図５－２Ｂ）。
繊維状物質の片方の端を引っ張り、他方の変位から張力を見積もるという実験系
は、二本の針で筋原線維を吊り、片方の端を硬い針で引っ張る一方、もう片方の
端を吊っている柔らかい針の変形から発生張力を見積もる力学測定と同様である。
本実験において、アクチンフィラメントに対し、ステップ状に張力を加えたとこ
ろ、張力付加用ビーズに比べて計測用ビーズの変位は小さかった（図５－２Ａ）。
これはアクチンフィラメントを引っ張ることによりビーズが回転したことと、ア
クチンフィラメントの伸長に起因するものと考えられる。アクチンフィラメント
に張力がはじめてかかる、一段階目のステップにおいては特にビーズの回転が影
響していると考えられる。このため、最大張力に達するまでに約 300 nm ほどの変
位の差が生じているが、実際のアクチンフィラメントの伸長は二段階目以降の
100nm 程度であると考えられる。アクチンフィラメントが伸長したとしても、全長
（約 10μm）に比べて高々1%程度である。また、本実験系には、付加できる張力の
限界が見られた。張力が強いとアクチンフィラメントは必ずビーズとの結合点で
切断された。下澤らの報告にもあるように、ビーズとの結合点においてアクチン
フィラメントは捻れていることが考えられ、その分負荷に対する耐性が弱まって
いるからであると思われる。フィラメントによっていくらか切断される張力が異
なるものの、全体として 5pN から 10pN 前後で切断が見られた。 
 - 112 - 
 
 
 
2010 年度 博士論文 久保田 寛顕
 
 
5-3-2) 運動速度、run length に対する張力の影響 
本実験系では赤外レーザーを対物レンズに集光するミラーの角度をステッピン
グモーターによって制御することにより、光ピンセットの捕捉中心を移動させて
いるため、その制御は粗く、狙った張力を精度よく付加することはできない。こ
のため観察するフィラメントによって、その都度異なる張力をかけることとなる
（図５－３、５－４）。そこで、ミオシンＶの運動速度や run length に張力依存
性が見られるかを調べるために、フィラメントにかけた張力を 0-2pN、2-4pN、4pN
以上の３領域に分け、それぞれの張力存在下で観察された運動の速度、run length
を集め、分布を得た（図５－３、５－４）。結果、運動速度や run length に対す
る張力の影響に有意差は見られなかった。 
 
5-3-3) 張力を加えたアクチンフィラメント上におけるステップ運動解析結果 
ミオシンＶのステップ状の歩行運動を観察するためには、第４章のように光ピ
ンセットを用い、ミオシンＶ結合ビーズを捕捉したままガラス面上を運動させる
方法がある。しかし、ATP が低濃度の条件であれば量子ドットのような蛍光の強い
プローブを用い、輝点の輝度分布を二次元ガウス分布によってフィッティングす
ることにより、ミオシンＶのステップ運動を観察することが可能である。予備実
験として、1μM ATP 存在下、ガラス面上に固定したアクチンフィラメント上にお
けるミオシンＶの運動を二次元ガウス分布フィッティングによって解析したとこ
ろ、過去の報告と同様、ステップ状の変位が見られた（図５－５Ａ）。 
一方、本研究において求められるのはアクチンフィラメントの両端を光ピンセ
ットで捕捉するという、アクチンが宙に浮いた状態での運動観察であり、アクチ
ンフィラメントの熱揺らぎが測定に支障をきたすことが考えられる。ミオシンＶ
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の運動観察に与える影響は、ミオシンの運動方向に対して垂直方向への揺らぎ（画
面に平行なものと垂直なものの両方）が強い。これを評価すべく、ミオシンＶの
運動中に張力を段階的に上昇させ（図５－５Ｂ上段、中段）、運動方向に垂直な成
分の時間経過をプロットし（図５－５Ｂ下段）、各張力に対する弾性率を得た（図
５－５Ｃ）。結果、張力が大きくなるにつれて弾性率は上昇し、垂直な成分の揺ら
ぎは抑えられることがわかった。得られた弾性率は、アクチンフィラメントの弾
性率以外にも、ミオシンＶ自身の弾性率や、ミオシンＶと量子ドットをつなぐ抗
体などのものも含んでいると考えられるが、特に張力によって上昇する成分はア
クチンフィラメントの弾性率である。張力によってアクチンフィラメントの揺ら
ぎが抑えられ、結果的に 10-2pN/nm オーダーの弾性率が得られたと言える（図５－
５C）。この弾性率の大きさは、ちょうどステップ運動といったナノメトリに用い
られる光ピンセットのばね定数と同等のものである。負荷を加え、熱揺らぎを抑
えたアクチンフィラメント上ではナノメートルオーダーの変位を観察することが
可能であると考えられる。なお、この評価においてはミオシンＶの、画面に垂直
な方向への変位は考慮せず、単純に、平面的に二次元ガウス分布フィッティング
して得た結果を用いている。 
実際にミオシンＶの変位をプロットしてみたところ、張力を加えない状態だと
個別のステップが判別できないが、張力存在下においては明らかにステップ状の
変位が観察できていることがわかる（図５－６）。張力によりアクチンの熱揺らぎ
が抑えられ、結果的にガラス面に固定した状態に近い観察が可能となったと考え
られる。本実験ではアクチンが切断されるまで数秒であるが、13pN の張力を加え
た状態での運動を観察することができた。 
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図５－１ アクチンダンベル上でのミオシンＶ一分子の運動 （A）実験の模式図 
（B）アクチンダンベルの蛍光画像（観察波長：560-620nm） （C）ビーズの位相
差像 (D)ミオシンＶ一分子の運動のカイモグラフ（観察波長：660nm 以上） 
ＢからＤについて、ミオシンＶは図の上方から下方へ運動した。下方のビーズが
張力付加用ビーズである。距離のスケールバー（鉛直方向）は各図において 2μm
であり、Ｄにおいて時間のスケールバー（水平方向）は 2 秒を指す。 
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図５－２ ビーズの変位と張力 （A）赤線は張力付加用ビーズの変位、黒線は計
測用ビーズの変位を示している。青色は張力付加用ビーズの変位から計測用ビー
ズの変位を差し引いたものであり、すなわちアクチンが伸長した長さを指す。（B）
計測用ビーズの変位に光ピンセットのバネ定数 0.012pN/nm を乗じることにより算
出した、アクチンフィラメントに加えた張力。 
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図５－３ 加えた張力とミオシンＶの速度の関係 （A）各プロットは１回の歩行
運動（アクチンフィラメントへの結合から解離まで）の平均速度である。同じシ
ンボルはそれぞれ同一のアクチンフィラメントを指す。４本のフィラメントから
データを得た。（B）張力を 0-2pN、2-4pN、4pN に分けて、それぞれの平均値を得
たもの。エラーバーは張力については標準誤差を、速度については標準偏差を示
している。（C）各範囲（0-2pN、2-4pN、4pN 以上）における速度の分布。 
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図５－４ 加えた張力とミオシンＶの run length の関係 （A）各プロットは１回
の歩行運動（アクチンフィラメントへの結合から解離まで）の run length である。
同じシンボルはそれぞれ同一のアクチンフィラメントを指す。４本のフィラメン
トからデータを得た。（B）張力を 0-2pN、2-4pN、4pN に分けて、それぞれの一次
指数関数により平均値を得たもの。エラーバーは張力、run length ともに標準誤
差を示している。（C）各範囲（0-2pN、2-4pN、4pN 以上）における run length の
分布。それぞれ一次指数関数によりフィッティングした。 
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図５－５ 低ＡＴＰ条件下でのステップ運動の観察 （A）コントロール実験。ガ
ラス面に固定したアクチン上におけるミオシンＶの運動。点線は 36nm ごとの区切
りを示す。（B）張力を付加したアクチン上におけるミオシンＶの運動。上段：段
階的に上昇させた張力。中段：ミオシンＶ一分子のステップ運動。下段：ミオシ
ンＶ一分子の運動のＸ方向（アクチンフィラメントに垂直な方向）の変位。（C）
Ｘ方向の変位の標準偏差<X>から、1/2·kB·T = 1/2·<x>2 により求めたアクチンの弾
性率。 
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図５－６ 各張力におけるステップ運動の様子 図５－５（B）中段の図を、張力
ごとに拡大したもの 
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第６章 まとめ 
 
6-1) 本論文のまとめ 
本論文の結果は以下のようにまとめられる。 
1) D-loop を点変異（M47A）させた Dictyostelium アクチンおよび酵素切断したウ
サギ骨格筋アクチンを調製し、その上におけるミオシンＶの一分子運動を観察
したところ、野生型のものと比較して run length と結合頻度は顕著に小さく、
運動速度は同じであった。 
2) また、これらの D-loop 変異アクチンは 1mM ATP 存在下においてミオシンＶと
の結合親和性が低く、2mM ADP 存在下では野生型と同等、強い結合親和性をも
つことがわかったほか、actin-activated ATPase 測定において野生型のものに
比べてかなり大きい Km 値を示した。 
3) D-loop 変異は in vitro motility assay においてミオシンⅡの発生力を減少さ
せ、結果としてアクチンフィラメントの滑り速度を顕著に減少させた。 
4) 1)と２)の結果から、D-loop はミオシンＶの逐次運動において、前足がアクチ
ンに着地する際（ADP・Pi 状態）の結合親和性に重要であり、D-loop 変異アク
チンにおいてはこれが弱められたために一分子運動観察において結合頻度や
run length が減少し、actin-activated ATPase 測定において Km が大きくなっ
たものの、後足の ADP 解離速度には影響しないため、歩行速度には変化がなか
ったものと考えられる。 
5) 制御タンパク質ドレブリンを結合したアクチンフィラメントに対して、ミオシ
ンＶの結合頻度は小さく、その上における歩行運動の run length はドレブリ
ン未結合のアクチンに比べて短かったものの、歩行速度に変化はなかった。 
6) アクチンがドレブリンを結合している場合、歩行運動中のミオシンＶは進行方
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向逆向きに対する負荷に対して感受性が高く、高負荷となるにつれ、未結合の
ものに比べて長い dwell time を示した。 
7) ドレブリン結合アクチンフィラメントに対してミオシンＶの結合能は 1mM ATP
存在下において低く、5)と 6)の結果と合わせると、ドレブリンの結合は D-loop
変異の実験のときと同様、ミオシンＶの前足の着地を阻害するものであり、後
足のみで結合している時間の延長により、負荷に対する感受性が長くなったも
のと考えられる。 
8) 張力を付加したアクチンフィラメント上でミオシンＶの運動を観察したとこ
ろ、0～2pN、2～4pN、4pN 以上の各条件下（ただし、10pN 以下）で 1mM ATP 存
在下における速度、run length に違いはなかった。 
9) また、低 ATP 存在下(300nM)におけるミオシンＶの歩行運動を、アクチンフィ
ラメントに張力を付加した状態で観察したところ、張力によってアクチンの揺
らぎが抑えられたことにより、各ステップの識別が可能であった。 
10)最大 13pN の張力存在下において、ミオシンＶのステップ運動が観察できたこ
とからも、この程度の張力に対してミオシンＶは正常に歩行運動できることが
示された。 
 
6-2) 将来の展望 
本論文ではアクチン分子内構造の変異や制御タンパク質の、ミオシンＶの運動
性への作用を示した。また、アクチンフィラメントに張力を加えたところ、ミオ
シンＶの運動性には変化が見られなかったが、細胞内においてアクチンは様々な
結合タンパク質の制御を受けていることからも、ミオシンＶ以外のタンパク質が
張力を感じ取り、ミオシンＶの運動性への影響を変化させることによって、結果
として張力がミオシンＶの運動を制御しているという可能性は否定できない。単
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にミオシンＶとアクチンというふたつのタンパク質で研究するのではなく、さら
に制御タンパク質の関与も調べていく必要がある。そして、実際にこうしたメカ
ニズムが細胞内において機能的に活用されている様子を観察することが重要であ
り、そのためには、細胞内におけるアクチン分子の構造変化や制御タンパク質の
結合・解離をイメージングする技術のほか、細胞内で分子を操作する技術をどの
ように確立していくかが課題である。 
タンパク質一分子を対象とした研究のめざましい発展により、ミオシン・キネ
シン・ダイニンといった分子モーターがどのように運動性を獲得するかについて、
かなり解明が進んできている。しかし、その一方、細胞内でどのように機能して
いるかを解明するためには、その“レールとなる”アクチンフィラメントや微小
管の状態の変化を常に念頭におかねばならない。そして、レールタンパク質によ
る制御という視点を加えた上での分子モーター研究は、細胞内輸送メカニズムを
はじめとする、細胞内における様々な力学的性質を解き明かす鍵となるものと考
えられ、複雑化された生命現象を理解する上で重要な役割を果たすことが期待さ
れる。 
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